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Nouvelles souches « Til » resistantes au stress 
en condition de fermentation et/ou de croissance 

La prdsente invention a pour objet de nouvelles souches eucaryotes, de preference de 
5 levures, pr£sentant le nouveau phenotype fil, c'est-a-dire ayant la propriete inattendue 
de conserver une resistance importante au stress en phase de fermentation et/ou de 
croissance, alors qu'elles ont garde un metabolisme respiratoire et un metabolisme 
fermentaire normaux sur sucre fermentescible tel que le glucose. Un autre objet de 
Finvention est le proc&ie d'obtention de telles souches. Encore un objet de Tinvention 
10 est 1' utilisation de telles souches pour Tobtention de levures de boulangerie plus 
resistantes au sechage, plus adaptees h la preparation de pates congelees et/ou pour 
d'autres applications ou une forte resistance au stress durant la phase de fermentation 
est recherchfc. 

Les levures du genre Saccharomyces sont utilisees comme agent de fermentation en 
IS boulangerie, en brasserie, vinification, distillerie et dans d'autres domaines. Leur 
utilisation industrieile repose sur leur capacite h produire du dioxyde de carbone k 
partir des sucres comme le glucose, le frtictose, le saccharose ou le maltose, presents 
ou ajoutds dans la p&te ou dans le moQt. Le pouvoir fermentatif est un critere important 
de quality de la levure. 

20 La selection des souches, les conditions de production des levures vivantes ont ete 
optimisees au fil des annees de maniere a obtenir des levures ayant une bonne capacite 
fermentaire et une bonne resistance au stress dans certaines conditions. 
Malheureusement, si les cellules de levure recoltees dans des conditions equivalentes a 
celles d'une phase stationnaire montrent un niveau de resistance eleve aux differents 

25 types de stress tels que la chaleur, la congelation et le sechage, cette resistance au stress 
est perdue quand on initie une phase de fermentation par ajout de sucre fermentescible. 
Les cellules perdent alors rapidement leur propriete de resistance au stress, ce qui 
entraine une reduction de leur potentiel fermentatif dans des conditions de stress, ce 
qui est un inconvenient majeur dans la plupart des applications industrielles des 

30 levures. 
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La presente invention est relative a de nouvelles souches eucaryotes et notamment a de 
nouvelles souches de levure pouvant etre obtenues par mutation ou transformation par 
ADN recombinant, appelees souches « fil ». L'emploi des lettres minuscules signifie 
qu'elles n'ont pas le phenotype FIL qui est le phenotype normal 
5 signifiant «Fermentation-Induced Loss of stress resistance », c'est-a-dire perte de 
resistance au stress induite par la fermentation. Les nouvelles souches fil ont un 
phenotype «deficient in Fermentation-Induced Loss of stress resistance » c'est-a-dire 
qu'elles ont une deficience dans la perte de resistance au stress induite par la 
fermentation, sans perte ou alteration genante de leur potentiel de fermentation et/ou de 

10 croissance. En d'autres termes les nouvelles souches conservent en phase de 
metabolisme actif un haut niveau de resistance au stress, comparable a celui des 
cellules qui ne sont pas en fermentation ou en croissance, c'est-a-dire qui sont en phase 
stationnaire. Cette propriete nouvelle des nouvelles souches est d'autant plus 
inattendue que le maintien d'une forte resistance au stress est obtenu sans perte 

15 simultanee significative de leurs capacity de croissance et de fermentation. 

Tous les organismes unicellulaires eucaryotes (levures, moisissures, ...) sont confrontes 
& des conditions de stress alors que leur utilisation industrielle exige qu'ils soient en 
phase m&abolique active ou qu'ils puissent entrer tres rapidement dans un 
metabolisme tres actif. Ces deux exigences, resistance au stress et metabolisme actif, 

20 ont toujours ete considerees comme contradictoires et contraires a l'equilibre 
biologique naturel. Par exemple, Attfield, dans sa revue sur la resistance au stress des 
levures du genre Saccharomyces publiee en decembre 1997 dans Nature 
Biotechnology, 15, pp. 135 1-1357, ecrit que la conciliation de ces deux exigences est 
contraire au « biological design » c'est-a-dire a l'equilibre naturel fondamental ou 

25 encore & la conception biologique originelle des souches de levure. En consequence, 
l'obtention de nouvelles souches eucaryotes et notamment de levures presentant les 
proprietes inattendues du phenotype fil represente un progrfcs considerable. Si on prend 
l'exemple des levures de panification, il est bien connu que plus une biomasse 
cellulaire aura 6t6 recoltee dans des conditions proches d'une phase exponentielle de 

30 croissance, plus son potentiel fermentatif sera eleve, mais moins elle resistera au stress 
d'un sSchage ou d'une congelation. II est en outre bien connu que meme si on 
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ensemencc des patons panaires destines a etre congeles avec une biomasse recoltee 
dans des conditions proches de la phase stationnaire et en consequence resistante au 
stress, la reprise de fermentation dans le paton des le petrissage et pendant tout le 
temps avant la congelation k cceur du paton induira une perte de cette resistance au 
5 stress. Les nouvelles souches ayant le phenotype fil permettent d'apporter un progres a 
la resolution de ces difficultes inherentes a Tequilibre fondamental biologique des 
cellules eucaryotes. 

De nombreux travaux ont ete realises ces dernieres annees pour comprendre les 
10 mecanismes d* action des facteurs de stress sur la cellule et la nature de la reponse 
cellulaire, notamment chez Saccharomyces cerevisiae, quand la levure est soumise a 
differents stress chimiques ou physiques. En general, la resistance apparait cornme un 
phenomene complexe impliquant plusieurs facteurs jouant des roles distincts. Ces 
facteurs, leurs mecanismes d' action et leur importance relative sont encore mal 
15 compris. 

II est bien connu que les cellules de la levure Saccharomyces cerevisiae deviennent 
resistantes au stress durant la phase stationnaire ou quand elles sont cultivees Stun 
niveau de croissance faible sur une source de carbone non fermentescible ou avec un 
apport limite en sucre fermentescible et/ou en azote. Cependant, cette forte resistance 
20 au stress disparait quand un sucre fermentescible tel que le glucose ou le maltose est 
apporte aux cellules qui entrent alors en fermentation rapide ou en croissance (Attfield, 
1997, Nature Biotechnology, 15, pp.1351-1357 ; de Winde et al., 1997, Yeast Stress 
Responses, Ed. Springer, pp.7-52 ; Werner-Washburne et al., 1993, Microbiol.Rev., 
57, pp.383-401). 

25 La voie metabolique Ras-AMPc (prolines Ras - Adenosine Monophosphate cyclique) 
est connue pour son influence dramatique sur la resistance k differents types de stress 
dans les cellules de levure. Ceci a ete montre en ce qui conceme la resistance h. la 
chaleur (Iida, 1988, Mol. Cell. Biol., 8, pp.5555-5560 ; Matsumoto et al., 1985, Yeast, 
1, pp. 15-24 ; Shin et al., 1987, Mol. Cell. Biol., 7, pp.244-250), en ce qui conceme la 

30 r6sistance k des congelations et decongelations successives (Park et al., 1997, Appl. 
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Envir. Microbiol., 63, pp.38 18-3824), et en ce qui concerne la resistance au sel (Hitara 
et al. f 1995, Mol. Gen. Genet., 249, pp.257-264). 

C'est une voie elaboree et complexe qui controle le niveau d'AMPc et en consequence 
1' activite de la proline kinase A des cellules de levure (Broach et Deschenes, 1990 , 

5 Adv. Cancer Res., 54, pp.79-139 ; Thevelein, 1991, Mol. Microbiol., 5, pp.1301-1307 ; 
Thevelein, 1992, Antonie Leeuwenhoek, J. Microbiology, 62, pp. 109-130). Dans la 
levure, 1* AMPc est synthetisee par une enzyme, Fadenylate cyclase, qui est codee par 
le gene CYR1/CDC35 (Kataoka et al., 1985, Cell, 43, pp.493-505). Le niveau de 
TAMPc est notamment regule par deux phosphodiesterases, codees par les genes 

10 PDE1 et PDE2 et qui 1'hydrolysent (Nikawa et al., 1997, Mol. Cell. Biol., 7, pp.3629- 
3636 ; Sass et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, pp.9303-9307). Par ailleurs, 
l'activite de l'adenylate cyclase est fortement dependante de l'activite des proteines 
Ras (Toda et al., 1985, Cell, 40, pp.27-36). 

Les prolines Ras sont des proteines G. Elles sont actives quand elles sont liees k une 

15 GTP (Guanosine Triphosphate), et inactives dans un 6tat lie k une GDP (Guanosine 
Diphosphate). L'dchange de GDP en GTP sur les proteines Ras est stimule par les 
proteines Cdc 25 et Sdc 25 d'echange des nucleotides guanine (Boy-Marcotte et al., 
1996, Mol. Biol. Cell, 7, pp.529-539 ; Camonis et al., 1986, EMBO J., 5, pp.375-380). 
Les proteines Ras possedent une activite GTPase intrinseque, qui est stimulee par les 

20 proteines Iral et Ira2 et qui est responsable de la regulation aval de leur activite. 
L'AMPc active la proteine kinase A AMPc ddpendante (proteine kinase A dependante 
de V AMPc appelee ci-apres PKA) qui est composee de sous-unites catalytiques codees 
par les genes TPK1, TPK2 et TPK3 et d'une sous-unite de regulation codee par le gfcne 
BCY1 (Toda et al., 1987, Mol. Cell. Biol., 7, pp.1371-1327 ; Toda et al., 1987, Cell, 

25 50, pp.277-287). La liaison de 1' AMPc & la sous-unite inhibitrice Bcyl entraine la 
dissociation de sa liaison avec lesdites sous-unites catalytiques, ce qui entraine 
T activation de ces sous-unites catalytiques. Celles-ci sous forme activ6e phosphorylent 
un certain nombre de prolines cibles dont quelques unes ont ete identifiees, telle la 
tr^halase. L'activite de la PKA (proteine kinase A activee par T AMPc) est essentielle 

30 pour la croissance des cellules de levure. Lorsque l'activite de la PKA est d'une 
maniere ou d'une autre fortement reduite, par exemple par une forte diminution de 
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F AMPc, les cellules arretent leur phase de croissance et entrent de maniere permanente 
en phase stationnaire. 

En d'autres termes, la PKA, quand elle est activee, entraine la croissance des levures et 
est un mediateur de differents processus de regulation metabolique entrainant 

5 notamrnent une baisse rapide de la teneur en trehalose et une baisse rapide de la teneur 
en proteines de choc thermique, c'est-a-dire une disparition de facteurs favorables a la 
resistance au stress. Au contraire, lorsque Factivite de la PKA est fortement reduite, les 
cellules entrent en phase stationnaire et acquierent une forte resistance au stress. 
Comme indique ci-dessus, cela a ete montre pour differents types de stress. 

10 C'est F etude de ces mecanismes de la voie metabolique complexe Ras-AMPc qui a 
conduit Attfield a etablir que Fobtention d'un phenotype correspondant au maintien 
d'une forte resistance au stress pour des cellules en metabolisme actif apres inoculation 
sur un milieu contenant des sucres fermentescibles allait contre le « biological design » 
des souches, c f est-k-dire contre Fequilibre naturel. 

15 Des mutants dans la voie Ras-AMPc-prot&ne kinase A ont ete identifies, ayant 
constitutivement une resistance au stress 61evee durant la croissance. Ceci a ete montre 
en ce qui concerne la resistance k la chaleur (Cameron et al., 1988, Cell, 53, pp.555- 
566 ; Hottiger et al., 1989, FEBS Lett., 255, pp.43 1-434 ; Shin et al., 1987, MoL Cell. 
Biol., 7, pp.244-250) et k la congelation/decongelation (Park et al., 1997, Appl. Envir. 

20 Microbiol., 63, pp.38 18-3824). Cependant de tels mutants ont une phase de latence 
beaucoup plus longue lors du demarrage de la fermentation et un taux de croissance 
reduit (Ma et al., 1997, Microbiol., 143, pp.345 1-3459) , ce qui exclut leur utilisation 
industrielle notamrnent en levures de boulangerie ou un depart rapide en fermentation 
est essentiel. 

25 Certains de ces mutants voient d'autres proprietes importantes pour leur utilisation 
industrielle affect^es n6gativement. Par exemple, les mutants ras2 sont incapables 
d*utiliser pour leur croissance une source de carbone non fermentescible, Fethanol par 
exemple (Tatchell et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82, pp.3785-3789). En d'autres 
termes, il semble que ces mutants gardent constitutivement une forte resistance au 

30 stress car ils sont incapables de rentrer en phase metabolique vraiment active. 
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A r oppose, les mutants deregules ayant un niveau eleve d' AMPc ou une activite PKA 
non limitee montrent un niveau tres faible a la fois des proteines de choc thermique et 
du trehalose, quelles que soient les conditions de culture et done egalement en phase 
stationnaire. 

5 L' etude de ces mutants qui n'ont aucun interet industriel confirme bien les conclusions 

MP 

de la revue generate d'Attfield deja citee sur la resistance au stress, selon laquelle par 
genetique classique il parait improbable d'obtenir des souches industrielles utiles et 
qu'il faut alors se tourner vers les technologies d'ADN recombinant. Cependant les 
donnees theoriques permettant une telle approche sont insuffisantes pour obtenir le 
10 resultat nouveau recherche. Ceci est notamment illustre par T ensemble des travaux sur 
la deletion du ou des genes codant pour une trehalase. 

H est bien connu que chez la levure de boulangerie une forte resistance au stress, par 
exemple k la chaleur, k la congelation ou aux hautes pressions, est correlee a une teneur 
elevee en trehalose (Attfield, 1997, Nature Biotechnology, 15, pp.1351-1357 ; De 

15 Virgilio et al, 1994, Eur. J. Biochem., 219, pp.179-186 ; Iwakashi et al., 1997, Lett. 
Appl. Microbiol., 25, pp.43-47 ; Wiemken, 1990, Antonie Leeuwenhoek,. J. 
Microbiology, 58, pp.209-217). Le trehalose est un dioside present h de fortes 
concentrations dans de nombreuses formes vivantes dans la nature (Van Laere, 1989, 
FEMS Microbiol. Rev., 63, pp.201-210 ; Wiemkem 1990, Antonie Leeuwenhoek, J. 

20 Microbiology, 58, pp.209-217). El possede des proprietes remarquables et apparemment 
specifiques de protection contre les traitements agressifs pour toute une serie de 
structures biologiques (Crowe et al., 1992, Anhydrobiosos Annu. Rev. Physiol., 54, 
pp.579-599). Le trehalose est accumule rapidement durant la phase precedant la mort 
des cellules de levure. 

25 L' initiation de la fermentation par addition d'une source de carbone fermentescible est 
associee a une mobilisation rapide du trehalose (van der Piaat, 1974, Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 56, pp.580-587), e'est-a-dire a son utilisation metabolique et 
k sa disparition rapide. Ainsi, une approche logique pour maintenir la resistance au 
stress durant le demarrage de la fermentation a ete de doner et de deleter le gene 

30 NTH1, codant pour la trehalase neutre (Kopp et al., 1993, J. Biol. Chem., 268, 
pp.4766-4774) qui est T enzyme responsable de la mobilisation du trehalose, de 
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maniere a conserver le trehalose des cellules. H a ete revendique que la resistance au 
stress de la levure pouvait etre amelioree par la deletion de ce gene (demandes de 
brevet ou brevets EP 0451896 ; Hino et al., EP 0838520). Cependant, en empechant la 
mobilisation du trehalose par la deletion du gene NTH1, on n'evite pas la perte rapide 
5 de resistance au stress durant Tinitiation de la fermentation (Van Dick et al., 1995 t 
Appl. Environ. Microbiol., 61, pp. 109-1 15). 

Ceci est probablement du notamment a la mise en ceuvre d'autres facteurs de resistance 
tels que les proteines de choc thermique, qui disparaissent aussi rapidement au debut 
de la fermentation (Crauwels et al., 1997, Microbiol. 143, pp.2627-2637 ; de Winde et 
10 al., 1997, Yeast Stress Responses, Ed. Springer, pp.7-52 ; Praekelt et Maecock, 1990, 
Mol. Gen. Genet., 223, pp.97- 106 ; Werner-Washburne et al., 1989, J. Bacteriol., 171, 
pp.2680-2688). 

Ainsi, la modification du metabolisme du trehalose par les methodes de genie 
genetique n'a pas permis d'ameliorer la resistance au stress des levures et n*a pas 
15 donne de resultats pratiques pour le developpement de souches industrielles resistantes 
au stress durant la phase de fermentation (Attfield, 1997, Nature Biotechnology, 15, 
pp.1351-1357). 

Une autre approche utilisant les techniques d'ADN recombinant ou genie genetique a 
ete d'essayer d'augmenter la resistance au stress des levures par production de 

20 proteines antigel presentes dans le sang de certains poissons vivant dans des eaux tres 
froides. McKown et aL, (Cryobiology, 1991, 28, pp.474-482) ont exprirne le gene 
codant pour une proteine antigel dans Saccharomyces cerevisiae afin de lui faire 
produire de maniere intracellulaire une proteine chimere antigel. Cependant cette 
approche n'a pas donne de resultats satisfaisants, car le taux de survie de la levure 

25 apres congelation est encore tres faible. 

On peut egalement citer de nombreux travaux japonais qui ont consiste a selectionner 
des souches non conventionnelles pour la fermentation panaire mais ayant des 
propri6tes interessantes de resistance au stress, et k les croiser avec des levures de 
panification. Cette approche a eu des resultats limites. 
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Ainsi, il n'a pas ete possible jusqu'a present d'obtenir des levures ayant la propriete de 
conserver une resistance au stress elevee simultanement a une bonne croissance et une 
bonne activite fermentative. 

En conclusion, on peut dire, en accord notamment avec les conclusions sur la revue 
5 generate sur le stress des levures publiee dans Nature Biotechnology en 1997, que : 

• le probleme majeur est que la reponse naturelle de cellules, quand elles sont mises 
en presence d'un substrat fermentescible, est de passer en phase metabolique active 
et done d'abaisser tres rapidement leurs facteurs de resistance au stress, alors que les 
conditions industrielles necessitent metabolisme actif et forte resistance au stress ; 

10 • ce probleme etait non resolu ; 

. les travaux de genetique classique n'ont apporte qu'une amelioration limitee de la 
resistance des cellules en conditions d' utilisation industrielle ; 

• une solution de ce probleme non resolu semblait seulement pouvoir etre esperee a 
travers les technologies du genie genetique. 

15 Malheureusement, en depit de la connaissance complete du genome de la levure qui a 
ete entierement sequence et des connaissances qui s'accumulent sur les fonctions des 
genes mais qui sont encore tres incompletes, on ne connait que tres partiellement 
comment les proprietes industriellement decisives sont gouvernees genetiquement et 
physiologiquement. Les connaissances actuelles sont done ihsuffisantes pour permettre 

20 des manipulations genetiques adequates pour arriver k une solution du probleme 
majeur ci-dessus deflni. Ceci est d'autant plus vrai que les voies metaboliques 
concernees comme la voie Ras-AMPc sont tres complexes comme illustre ci-dessus, et 
sont probablement nombreuses. La voie Ras-AMPc-PKA n'est pas la seule voie 
metabolique a considerer. 

25 La presente invention de maniere etonnante est arrivee a surmonter ces problemes 
d'une fagon a la fois simple et efficace. Elle montre qu'il est possible contrairement & 
ce qui etait generalement admis, d'obtenir des souches ayant un phenotype dont il etait 
cru qu'il ne pouvait pas exister. Ce phenotype contraire au « biological design » (e'est- 
i-dire a l'equilibre naturel) a ete appele phenotype fil. 



BREVE DESCRIPTION DE L'llMVENTION 



La presente invention a pour objet un procede cTobtention de nouvelles souches 
eucaryotes, de preference des nouvelles souches de levure, et encore de preference des 
souches de Saccharomyces cerevisiae conservant une resistance au stress en presence 
de sucre fermentescible tel que le glucose, caracterise par le fait qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

on soumet les cellules d'une souche de depart a un traitement rnutagene 
classique, 

on cultive les cellules ayant subi ledit traitement rnutagene jusqu'a obtention 
d'une phase stationnaire, 

on incube lesdites cellules en phase stationnaire en presence d'au rnoins un 
sucre fermentescible choisi dans le groupe comprenant le glucose, le maltose et le 
saccharose, ce sucre 6tant present en une quantite determinee de maniere & ce que les 
* cellules passent en etat de metabolisme actif (fermentation et/ou croissance) de ce 
sucre, 

on soumet lesdites cellules en etat de metabolisme actif a un ou plusieurs stress 
conduisant a un taux de mortalite d'au moins 99% par rapport a la population de 
depart, 

on isole les cellules survivantes et 

on selectionne celles de ces cellules survivantes qui repondent aux criteres 
suivants qui caracterisent le phenotype fil, k savoir : 

- une croissance, evaluee par une production ou un rendement de production de 
biomasse sur sucre dans un temps donne ou par un taux de croissance, en conditions 
identiques de culture, au moins egale a 80% de la souche de depart, et de preference 
au moins egale a 90% de la souche de depart, 

- un degagement de CO2, ou une production de metabolite, en conditions identiques, 
au moins egal a 80%, et de preference au moins egal a 90% de la souche de depart, 

- une resistance au stress, correspondant h un taux de survie au moins 2 fois 
superieur, de preference au moins 3 fois superieur, plus preferentiellement au moins 
5 fois superieur, et encore plus preferentiellement au moins 10 fois superieur au 
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taux de survie de la souche de depart, dans des conditions identiques de phase 
correspondant a une croissance ou un metabolisme actif suivi d'un choc thermique 
d'au moins 20 minutes a 52°C, ou au moins 1,5 fois superieur, de preference au 
moins 2 fois superieur, plus preferentiellement au moins 3 fois superieur, et encore 
5 plus preferentiellement au moins 5 fois superieur au taux de survie de la souche de 

depart, dans des conditions identiques de phase de croissance suivies d'une 
congelation d'une duree d'au moins 24 heures a -20°C ou a une temperature 
inferieure, 

- maintien de F ensemble de ces proprietes apres cultures repetees sur milieu non 
10 selectif, tel que le milieu YPD, de maniere a verifier que le phenotype fil obtenu par 
mutation est parfaitement stable et permanent. 
Suivant une particularity de Tinvention, les souches fil selectionnees ont de preference 
la propriete de conserver, en phase de croissance et/ou fermentation sur sucres 
fermentescibles, au moins 50%, de preference au moins 60% t plus preferentiellement 
15 au moins 70%, et encore plus preferentiellement au moins 80% de leur taux de survie 
par rapport au taux de survie en phase stationnaire mesure dans de memes conditions 
apres un choc a la chaleur ou a la congelation. 

Dans une forme particuliere de realisation du protocole d'obtention des nouvelles 
souches fil, les cellules obtenues apres un traitement de mutagenese et en phase 

20 stationnaire sont introduces dans des patons de 0,5g composes d'eau (environ 42,5%), 
de farine (environ 56,5%), de NaCl (environ 1%), & raison de 4.10 8 cellules par g de 
paton. Lesdits patons subissent une premiere fermentation de 30 minutes a 30°C, puis 
sont soumis h au moins 100 cycles de congelation/decongelation. 
La presente invention a aussi pour objet de nouvelles souches de levure appartenant au 

25 genre Saccharomyces et de preference Saccharomyces cerevisiae ayant le phenotype 
fil, susceptibles d'etre obtenues par le procede decrit ci-dessus ou une de ses variantes 
de realisation. 

En particulier, ces nouvelles souches de levure presentant le phenotype donnent de 
preference un taux de survie, en phase de croissance sur sucre fermentescible, d'au 
30 moins 50%, de preference au moins 60%, encore de preference au moins 70%, et 
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encore plus preferentiellement au moins 75%, apres traitement thermique de 20 
minutes a 52°C, la phase de croissance etant definie : 

- pour les souches de type laboratoire (souches haploides ou diploides vraies en 
general auxotrophes) et tous les segregeants de souches industrielles, comme une 

5 remise en culture sur sucre fermentescible (glucose) de 30 minutes a 30°C apres la 
phase stationnaire. 

- pour les souches de type industriel (souches aneuploides et polyploi'des) comme une 
remise en culture sur sucre fermentescible (glucose) de 10 minutes a 30°C apres la 
phase stationnaire. 

10 Les nouvelles souches de levure seion T invention sont toutes les nouvelles souches de 
levure de type laboratoire (souches haploides ou diploides vraies, en general 
auxotrophes) et tous les segregeants de souches industrielles, dont la stabilite en 
congelation dans des patons contenant 20 g de farine, 15 g d'eau, 1 g de saccharose, 
0,405 g de NaCl, 0,06 g de (NH4) 2 S0 4 et 160 mg de matiere seche de la souche 

15 consideree, definie par le ratio entre le degagement de C0 2 k 30° apres 1 mois dc 
conservation a -20°C et le degagement de C0 2 k 30°C apres 1 jour de conservation k 
-20°C, est au moins superieure k 60%, de preference au moins superieure k 70 % et de 
preference encore au moins superieure a 80%. 

Les nouvelles souches de levure selon 1* invention sont egalement toutes les nouvelles 
20 souches industrielles de levure (souches aneuploides ou polyploi'des) dont la stability 
en congelation en patons contenant 20 g de farine, 15 g d'eau, 0,405 g de NaCl, 0,06 g 
de (NH4) 2 S0 4 et 160 mg de matiere seche de la souche consideree, mesuree par le ratio 
entre le degagement C0 2 k 30°C apres 1 mois de conservation a -20°C et le 
degagement de C0 2 k 30°C apres 1 jour de conservation a -20°C, est au moins 
25 superieure a 80%, de preference au moins superieure a 85% et de preference encore au 
moins superieure a 90%. 

Ces tests de stabilite en congelation correspondent respectivement aux tests C2 et CI 
decrits ci-apres. Avant congelation k -20°C, ces patons sont incubes k 30°C pendant 30 
minutes (test CI sur levure industrielle) ou 60 minutes (test C2 sur souches de 
30 laboratoire ou sur segregeants). 
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De prff&ence, les nouvclles souches de levure selon 1' invention permettent Tobtention 
de levures s&ches & partir de biomasse recoltee en phase exponentielle de croissance ou 
en phase prochc de ia phase exponentielle de croissance, presentant une perte de 
degagement gazeux aprts sechage au plus egale k 67%, de preference au plus egale a 
5 50%, et encore de preference au plus egale a 30% de la perte de degagement gazeux 
apres s£chage des levures obtenues avec la souche de depart (non mutee) 
correspondante ou h d^faut avec une souche temoin ayant les rnemes caracteristiques. 
Les nouvelles souches industrielles de levure selon 1' invention ont en particulier la 
propriety de permettrc Tobtention de levures tres actives dont la teneur en azote par 
10 rapport & la matiirc siche est d'environ 9%, et qui perdent moins de 30% de leur 
activite fermentative au sechage et de preference moins de 25% et encore de preference 
moins de 20%. 

La prdsente invention a aussi pour objet les nouvelles souches ayant le phenotype fil : 

- PVD1150 = M5 fill deposee au CN.C.M. 25 rue du Docteur Roux, F-75724 
15 PARIS cedex 9 sous le n° 1-203 1, selon le Traite de Budapest. 

- KL1 = W303 fil2 deposee au C.N.C.M. 25 rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS 
cedex t sous le n° 1-2032, selon le Traite de Budapest. 

- FD51 = HL816 S1300 deposee au C.N.C.M. 25 rue du Docteur Roux, F-75724 
PARIS cedex, sous le n° 1-2033, selon le Traite de Budapest. 

20 - FDH16-22 = HL822 fil300 deposee au C.N.C.M. 25 rue du Docteur Roux, F-75724 
PARIS cedex, sous le n° 1-2034, selon le Traite de Budapest. 

- AT25 = S47 fil400 deposee au C.N.C.M. 25 rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS 
cedex, sous le n° 1-2035, selon le Traite de Budapest. 

- AT28 = S47 fil 500 deposee au C.N.C.M. 25 rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS 
25 cedex, sous le n° 1-2036, selon le Traite de Budapest. 

Une autre objet de T invention est un g&ne mute ou des genes mutes conferant le 
phenotype fil, ce ou ces gfenes etant obtenus par les methodes de la biologie 
moleculaire k partir des souches eucaryotes fil obtenues par le precede d'obtention de 
mutants fiL 
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En particuiier, ledit gfcoe est le gene ou les genes qui conferent le phenotype fil a l*une 
des soucfaes fil qui exemplifient la presente invention et qui ont ete deposees au 
C.N.CM. Par exemple, ledit gene est le gene CDC35 = CYR1 portant une mutation 
confSrant le ph£notype fil. 

5 AvantageusemenU la dite mutation sur le gene CDC35 - CYR1 est un changement 
d'une base G en une base A dans la region du gene CDC35/CYR1 codant pour le site 
catalytique de r enzyme, equivalent a un changement d'un acide amine acide (acide 
glutamique) en un acide amine basique (lysine) en position 1682 de la proteine. Cette 
mutation est responsable du phenotype Fil de la souche PVD1 150 = M5 fill. 

10 Ce gene peut aussi tire le gene YDL 035C selon la nomenclature definie dans le projet 
de sequen^age du genome de la levure publie dans Nature, 1992, 357, pp.38-44 ci- 
aprfcs appel6 GPR1 portant une mutation conferant le phenotype fil et plus 
particuliftrement la mutation de la souche KL1 = W303 fi!2. Ce gfene peut aussi etre le 
g&ne mutf confiSrant le phenotype fil & Tune des souches C.N.C.M. 1-2033, 1-2035, 1- 

15 2036. 

De maniire generate, la presente invention concerne tout gene codant pour une 
proteine ayant des proprietes similaires ou equivalentes aux proteines codees par des 
gfcnes definis ci-dessus comme portant une mutation conferant le phenotype fil, e'est-a- 
dire tout gfcne appartenant a la famille des g&nes : 

20 - codant pour une proteine ayant une fonction comparable ou equivalente k celle 
d'une proteine codee par un des genes definis ci-dessus comme portant une 
mutation qui conffere le phenotype fil chez la levure ou un autre eucaryote, une 
fonction comparable etant definie comme la commande des memes mecanismes 
dans la meme voie metabolique ou une voie metabolique equivalente, 

25 - codant pour des proteines associees a la proteine codee par un des genes portant une 
mutation qui confere le phenotype fil, 

- codant pour des proteines ayant des similarites de sequence, e'est-k-dire au moins 
60% d'homologie, de preference au moins 70% d'homologie et encore de 
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preference au moins 80% d'homologie avec la proteine codee par Tun des genes 
portant une mutation conferant le phenotype fil, 

et portant une mutation conferant le phenotype fil. 

Par exemple, ce gene peut coder pour une proteine associee a la proteine codee par le 
5 gene GPR1 defini ci-dessus, et notanunent ce gene peut etre le gene GPA2 de la levure 
portant une mutation conferant le phenotype fil. 

De maniere generate, la presente invention n'est pas limitee aux souches de levure et 
concerne toute souche eucaryote portant une mutation fil, c'est-a-dire possedant le 
phenotype fil. 

10 Ladite souche eucaryote est avantageusement transformee de maniere a ce qu'au moins 
certains des alleles d'un gene susceptible un fois mute de conferer le phenotype fil, 
portent la mutation conferant ledit phenotype fil. Ladite souche eucaryote est de 
preference une souche de levure. 

L* invention concerne egalement T utilisation de souches de levure mutees et 
15 selectionnees pour leur phenotype fil par le precede objet de l'invention ou de souches 
transformees de maniere a leur conferer ledit phenotype, pour Tobtention de levures de 
panification destinies aux pates congelees. 

La presente invention a aussi pour objet 1* application desdites souches mutees et 
selectionnees ou transformees pour Tobtention de levures seches de panification. 

20 La presente invention a aussi pour objet T application desdites souches mutees et 
selectionnees ou transformees pour Tobtention de levures de brasserie, de levures de 
vinification, ou de levures destinees a la production d'alcool. 

De manifere generate, la presente invention concerne 1* application des nouvelles 
souches eucaryotes presentant le phenotype fil dans toute condition industrielle 
25 necessitant k la fois des proprietes de resistance au stress et de metabolisme actif 
desdites souches eucaryotes. 
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DESCRIPTION DETAILLEE 

L' invention concerne de nouvelles souches mutantes eucaryotes appelees fil, de 
preference des nouvelles souches de levure fil, qui conservent une haute resistance au 
stress durant une phase de croissance ou de fermentation active du glucose et qui ont 
garde Pessentiel de leurs proprietes metaboliques (croissance, production de 
metabolites primaires ou secondares). Ces caracteristiques des souches fil etaient 
considerees comme inconciliables et contraires a l'equilibre biologique natureL La 
recherche de telles nouvelles souches allait done a Tencontre d'un prejuge. Le procede 
nouveau employe pour Tobtention de telles souches eucaryotes aux proprietes 
inattendues repose sur les etapes suivantes : 

• les cellules sont soumises a un traitement mutagene connu ; 

• les cellules ainsi obtenues sont cultivees en phase stationnaire, puis elles sont 
remises en presence d'un sucre fermentescible comme le glucose pour Stre en 
m&abolisme actif ; 

• lesdites cellules sont soumises k un stress important k la chaleur ou a la congelation, 
e'est-^-dire k un stress entrainant une forte letalite, de maniere k selectionner celles 
qui sont devenues r€sistantes au stress en phase de metabolisme actif ; 

• les differentes etapes successives ci-dessus ou au moins Tune d'entre elles peuvent 
etre rep&ees de maniere a obtenir un taux de survie par rapport k la population de 
depart egal ou inferieur a 1% et de preference a 1 pour 1000, voire 1 pour 1 million ; 

• les souches mutees survivantes ainsi obtenues sont testees pour verifier leur 
resistance au stress a la chaleur ou h la congelation en phase de croissance ou de 
fermentation, puis sont selectionnees parmi les souches resistantes celles qui 
presentent une conservation substantielle de leurs proprietes de croissance, de 
fermentation, et/ou de synthese de metabolites d'interet industriel ; 

• le maintien des proprietes correspondant au phenotype fil est enfin verifie apres un 
grand nombre de generations des cellules en conditions non selectives. 

Ce procedd de recherche des souches fil peut Stre applique k toute souche eucaryote, 
les tests etant 6ventuellement adaptes en fonction des caracteristiques de ladite souche 
eucaryote. II est remarqu6 que compte tenu que les resistances sont en general croisees, 
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les tests de resistance a la chaleur ou & la congelation sont des bons tests de selection 
pour la recherche de toute nouvelle souche resistante k un stress donne, qu'elle aura a 
supporter lors de son utilisation industrielle. Par simplification de langage, ces deux 
tests sont appetes ci-aprfes tests de resistance au choc thermique. 

De maniere totalement inattendue car il etait pense que de telles souches n'existaient 
pas, le proc^de ainsi decrit a conduit effectivement a la selection de plusieurs souches 
parfaitement stables ayant ces caracteristiques correspondant au phenotype fil. 
Les milieux de culture utilises dans le cadre de la realisation de la presente invention 
sont : 



Milieu YPD 



Milieu YPD-A 



extrait de levure 10 g/1 

bactopeptone 20 g/1 

glucose 20 g/1 

extrait de levure 10 g/1 

bactopeptone 20 g/1 

glucose 20 g/1 

agar 20 g/1 
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Milieu YP 



Milieu SD-URA 



extrait de levure 10 g/1 
bactopeptone 20 g/1 

milieu de base azote sans acide amine 

(Yeast Nitrogen Base DEFCO®) 6,7 g/1 
melange de complementation sans uracile 

(CSM-URA, Bio 101®) 0,77 g/1 

glucose 20 g/1 

agar 15 g/1 



Les tests utilises dans le cadre de la presente invention sont : 

Tests de confirmation de la resistance aux stress thermiou es en phase de 

30 FERMENTATION ET/OU CROISS ANCE DES SOUCHES EN VUE D E LEUR SELECTION 

Test Tl : Taux de survie des cellules apres un choc thermiaue chaud 
Les cellules sont cultivees sous agitation sur milieu type YPD jusqu'a 1* obtention de la 
phase stationnaire. Ces cellules en phase stationnaire sont lavees, remises en 
suspension dans de l'eau glacee ou du milieu YP glac€, de preference de maniere a ce 
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que la densite optique h 600 nm soit comprise entre 1 et 2 par rapport au milieu. Cette 
suspension est alors incubee a 30°C jusqu'a ce qu'elle atteigne cette temperature. Une 
partie est alors conservee sur glace pour servir comme temoin des cellules en phase 
stationnaire tandis que 1* autre partie de la suspension est Tobjet d'un ajout de glucose 

5 pour obtenir une concentration finale de 100 mM, suivi d'une incubation a 30°C de 10 
a 90 minutes et d'une mise sur glace a la fin du temps choisi. Les deux suspensions 
sont Tobjet d'une part d'un denombrement des cellules viables apres dilution de 1000 
a 10000 fois et d' autre part d'un traitement thermique d'au moins 20 minutes a 52°C 
suivi du meme denombrement des cellules viables. Ce denombrement est realise sur 

10 YPD-A apres une incubation de deux jours a 30°C. 

II peut etre ainsi obtenu une mesure de resistance au stress ou taux de survie d'une part 
des cellules en phase stationnaire et d' autre part des cellules en metabolisme actif. Le 
taux de survie est exprime par le rapport entre le nombre de colonies formees dans les 
echantillons trait& thermiquement et le nombre de colonies formees dans les 

15 Echantillons t^moins. 

Test T2 : Taux de survie des cellules apres un choc thermiaue froid 

Protocole identique au test Tl, sauf pour le stress applique : la suspension est incubee 

de -20°C 2t -30°C pendant 1 a 12 jours. 

Test T3 : Determination de la croissance 
20 Les cellules sont cultivees sur milieu YPD a 30°C sous agitation 180 tours/minute 
jusqu'a obtention de la phase stationnaire. 

La croissance, c'est-^-dire la proliferation des cellules est suivie en fonction du temps 
par mesure de Tabsorbance k 600 nm par rapport au milieu non ensemence. 
Elle est exprimee par la courbe d* evolution de Fabsorbance. 
25 Le taux de croissance est la vitesse d* augmentation du nombre de cellules, c'est-a-dire 
la pente de la courbe d'absorbance en fonction du temps. 

Test T4 : Determination de la croissance : 

Les cellules sont cultivees sur milieu YP + glucose a 10 ou 100 mM ou sur milieu YP 
+ m&asse de betteraves k SgAitre k 30°C et en plaques de microtitration. 
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250 microlitres de milieu sont ensemences avec T equivalent de 0,05 DO a 600 nm de 
cellules en phase stationnaire. Les microplaques sont agitees 30 secondes toutes les 
minutes et Tabsorbance a 600 nm est mesuree toutes les 30 secondes. Le taux de 
croissance correspond a la pente de la courbe d'absorbance, le ^max ou taux de 
croissance maximum est alors determine. 

Test T5 : Production sur milieu melasse dans un temps donne : 

On ensemence des boites contenant 100 grammes de milieu gelose ayant la 
composition suivante : 

melasse de betteraves 5 g/1 

(NH4) 2 HPo 4 0,5 g/1 

agar 26 g/1 

pH 5 - 5,5 

biotine ajoutee apres autoclavage 0,5^g/l 
avec 1'equivalent de 2mg de matieres seches de levures par boite. Ces boites sont 
incubees & 30°C pendant 20 & 40 heures. On mesure la quantite finale de matiSre seche 
levure produite en poids, sur 10 a 20 boites, en general sur 16 boites. 
Pour toute souche ayant une auxotrophic, le milieu est complement^ avec le nutriment 
manquant. 

Tests de determination de la force fermentative pes levures en vue de leur 
selection 

Les tests Al, A20, A'l, A* 20, CI et C2, utilises pour determiner la force fermentative 
les levures c'est-i-dire leur capacite k produire du CO2 sont realises k Taide du 
fermentomfetre de Burrows et Harrison, decrit dans le « Journal of the Institute of 
Brewings 1959, LXV, 1, janvier-fevrier, et sont exactement definis de la maniere 
suivante : 

Test Al : force fermentative (levures fralches. souches industrielles) 
A 20 g de farine incubee a 30°C, on ajoute un poids de levure correspondant k 160 mg 
de matieres seches, cette levure etant delayee dans 15 ml d'eau contenant 27 g de NaCl 
par litre et 4 g de (NKO2SO4 par litre ; on malaxe h l'aide d'une spatule pendant 40 
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secondes, de maniere a obtenir une pate que Ton place a 30°C ; treize minutes apres le 
debut du malaxage, le recipient contenant la pate est hermetiquement ferme ; la 
quantite totale de dioxyde de carbone (C0 2 ) produit est mesuree apres 60 et 120 
minutes , cette quantite est exprimee en ml a 20°C et sous 760 mm de mercure (Hg). 

5 Test A20 : force fermentative (levures fraiches , autres souches) 

Test identique au test Al, mais la composition des patons est modifiee comme suit : Ig 
(un gramme) de saccharose est ajoute au melange compose de farine, d'eau, de levure 
et de sel, avant d'effectuer le petrissage. De plus, le degagement de C0 2 est mesure sur 
120 et 240 minutes a 30°C (au lieu de 60 et 120 minutes pour le test Al). 

10 Test A' 1 : force fermentative (levures seches souches industrielles) 

Test identique au test Al, mais prealablement au malaxage, on rehydrate en 15 minutes 
les 160 mg de matieres seches de la levure, qui se presente sous forme de levure seche 
dans de Teau distillee, k 20°C ou k 38°C ; on utilise k cet effet 40% du volume d'eau 
d'hydratation mis en oeuvre ; le complement en eau, additionne de 405 mg de NaCl, 

15 est ajoute k Tissue des 15 minutes de rehydratation. 

Test A' 20 : force fermentative (levures seches autres souches) 

Test identique au test A'l, mais on ajoute k la farine 1 g de saccharose ; la quantite 
totale de gaz produit est par ailleurs mesuree sur 240 minutes. 

Test CI : force fermentative (souches industrielles apres congelation) 
20 Test identique au test Al mais il faut fa^nner au moins six patons par souche. Les 
patons sont fa^onnes selon les conditions du test Al, mais apres petrissage, les patons 
sont incubes k 30°C pendant 30 minutes. Les patons pre-fermentes sont ensuite 
immediatement stockes k -20°C et conserves a cette temperature sur des durees allant 
de 1 jour a 2 mois. Pour mesurer l'activite fermentative apres conservation a -20°C, le 
25 pSton congele est plac6 dans une enceinte a 30°C ; apres treize minutes, le recipient 
contenant le paton est ferme hermetiquement et la quantite totale de C0 2 produite 
(exprimee en ml a 20°C et sous 760 mm de Hg) est mesuree sur 120 minutes. 
Pour une souche donnee, le degagement de CO2 de reference correspond au 
degagement de C0 2 du paton conserve pendant un seul jour a -20°C. Les autres patons 
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sont decongeles a intervaJles reguliers (par exemple, apres 1 semaine, 2 semaines, 1 
mois, 1 mois Vi et 2 mois de conservation a -20°C), et le degagement de C0 2 mesure 
de maniere a suivre V evolution de Factivite fermentative en fonction de la duree de 
conservation a -20°C. 

5 La stabilite en congelation est le rapport entre le degagement de C0 2 sur 2 heures apres 

I mois de congelation et le degagement gazeux de reference apres 1 jour de 
congelation. 

Test C2 (autres souches apres congelation) 
Test base sur le test C 1 avec les modifications suivantes : 
10 - 1 g de saccharose est ajoute au melange farine-eau-sels-levure avant petrissage, 

- les patons sont pre-fermentes 60 minutes a 30°C avant congelation a -20°C, 

- le degagement de C0 2 est mesure sur 240 minutes a 30°C. 

L* ensemble des tests ainsi decrits pour la mise en oeuvre de T invention sont des tests 
15 de nature biologique et leur reproductibilite d'un laboratoire a un autre pose souvent 
des problemes delicats. En consequence, ils doivent le plus souvent etre interprets de 
maniere relative par rapport a un temoin. La mise au point des tests doit etre menee de 
maniere a retrouver les valeurs indiquees pour le temoin ou, de preference, les temoins 
de maniere h avoir une echelle de valeurs reproductible. Cette mise au point des tests 
20 doit etre soignee et minutieuse. 

II est clair pour rhomme de Tart que chaque etape du precede devra etre adaptee en 
fonction des caracteristiques des souches utilisees et de leur letalite ou taux de survie 
dans les differents tests. Les indications donnees ci-aprfes sur la mise en oeuvre des 
differentes etapes du precede objet de T invention ne sont que des exemples dans le 

25 cadre de V application du precede k Saccharomyces cerevisiae. 

Le precede objet de T invention de recherche de nouvelles souches h la fois 
metaboliquement actives et resistantes au stress dont le principe est donne ci-dessus 
peut etre mis en ceuvre : 

- sur des souches de laboratoire, e'est-a-dire sur des souches modeles dont l'ensemble 
30 des caracteristiques genetiques sont bien connues et contenant en general des 
marqueurs d' auxotrophic ; 
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- sur des souches industrielles, en general beaucoup plus complexes au plan 
genetique, du fait qu'elles ne sont pas des haploides ou des diploYdes vrais 
contrairement aux souches de laboratoire, et qui ont ete selectionnees pour leurs 
performances industrielles. Parmi les souches industrielles on peut distinguer : 

• les souches industrielles dans leur etat le plus stable, en general sous forme 
polyploidy 

• les segregeants de souches industrielles, c'est-a-dire les formes sexuees qui 
sont en general moins stables, mais sont utilisables pour des constructions de 
genetique classique. 

Dans le cadre de recherches ayant pour but de caracteriser les mutations conferant le 
phenotype fil, le nouveau procede objet de 1' invention sera de preference mis en ceuvre 
sur des souches de laboratoires, de preference haploides. 

La caracterisation du ou des genes concernes sera entreprise, ce qui permettra ensuite 
de construire des souches industrielles. 

Dans le cadre de recherches ayant pour but d'obtenir directement des souches 
industrielles, le procede sera mis en oeuvre directement soit sur des segregeants de 
souches industrielles, soit directement sur les souches industrielles. L'emploi de 
segregeants, signifie que les segregeants fil obtenus pourront et devront faire l'objet de 
constructions par genetique classique pour retrouver toutes les caracteristiques desirees 
des souches industrielles, en plus du phenotype fil. 

De maniere avantageuse, les traitements mutagenes employes dans le procede selon 
T invention sont les suivants. Les cellules de levure Saccharomyces cerevisiae sont 
cultivees sur un milieu YPD puis subissent un traitement mutagene par un agent 
chimique tel que TEMS (Ethyl-Methyl-Sulfonate) ou par ultraviolets selon des 
protocoles classiques (Sherman et al., 1986, Cold Spring Harbor Lab Press ; Spencer et 
al M 1988, Yeast a practical approach, Ed. Campbell et Duffiis). Les conditions de la 
mutagen&se sont en general choisies pour obtenir un taux de survie des cellules de 
Tordre de 1 a 20%, de preference environ 10%. Les cellules sont alors lav£es, remises 
en suspension dans un milieu YPD et cultivees jusqu'a atteindre la phase stationnaire. 
Puis une fraction connue de la culture est prelevee, dventuellement lavee, transferee sur 
milieu YPD et incube k 30°C, pendant 30 a 90 minutes. Une variante peut consister a 
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ajouter a la culture en phase stationnaire 100 mM de glucose et a Tincuber a 30°C 
pendant 30 a 90 minutes. 

La culture est ensuite soumise soit a un choc thermique chaud par incubation entre 52 
et 65°C, de preference a 56°C pendant 30 minutes ou plus, soit a un choc thermique 
froid (congelation) par incubation entre -20°C et -40°C pendant t a 3 jours. La 
congelation ne provoquant qu'une lege re perte de viabilite des cellules de levure, le 
traitement est repete jusqu'a 200 fois, jusqu'a l'obtention d'un taux de survie des 
cellules inferieur a 1 pour 10000, de preference inferieur a 1 pour 100000 et de 
preference encore inferieur a 1 pour 1000000. 

Dans une forme de realisation particuliere du protocole de selection, les cellules apres 
mutagenese sont introduites a proportion de 4.10 8 cellules/g de paton dans des petits 
patons d'environ 0,5 g, composes d'eau (42,5%), de farine (56,5%), de NaCl (1%) et 
fermentes 30 minutes a 30°C de maniere a ce que les cellules de levure quittent la 
phase stationnaire. Les patons sont alors successivement congeles a -30°C et 
decongeles a temperature ambiante, jusqu'& 200 fois de mani&re a ce que seulement 
quelques centaines ou quelques milliers de cellules survivent. 

A ce stade, les cellules ayant survecu au choc thermique (chaleur ou congelation) sont 
des mutants resistants au stress dont il convient de verifier d'une part la persistance de 
cette propriete durant la fermentation ou la croissance sur plusieurs generations, et 
d' autre part le maintien de leur capacite de croissance et de production de metabolites. 
Pour verifier la resistance en phase de croissance et/ou de fermentation, les taux de 
survie sont mesures selon les tests Tl et/ou T2, et/ou des tests equivalents. Les souches 
mutees sont selectionnees sur Taugmentation de leur taux de survie dans un stress 
important en phase de fermentation et/ou de croissance comme ceux des tests Tl et T2 
par rapport a leur souche de depart, et dans ce cas la on recherchera de maniere 
generale un taux de survie au moins 1,5 fois plus eleve. Les souches mutees peuvent 
aussi etre selectionnees sur la comparaison de leur taux de survie en phase de 
croissance et/ou de fermentation avec leur taux de survie en phase stationnaire, ou avec 
le taux de survie en phase stationnaire de la souche de depart. 

De preference les souches mutees selectionnees auront apres une phase de croissance 
et/ou fermentation comme celle definie dans les tests Tl ou T2 au moins 50%, de 
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preference au moins 60%, de preference encore au moins 70%, et encore plus 
preferentiellement au moins 80% de leur taux de survie en phase stationnaire. 
Une variante consiste a mesurer la resistance des souches mutees obtenues, en 
congelation selon les tests CI ou C2 ou des tests equivalents, ou encore a mesurer la 
resistance au sechage en utilisant des rapports a partir des valeurs obtenues dans les 
tests A et A' pour la levure avant et apres sechage. 

Pour verifier la conservation des proprietes de croissance et de fermentation, il peut 
etre effectue une comparaison entre la souche de depart et la souche mutee presentant 
un phenotype de resistance au stress en phase metabolique active, dans un des tests T3. 
T4 ou T5 et dans un des tests A ou dans des tests similaires permettant de mesurer les 
proprietes d'interet des souches considerees. Une conservation d'au moins 80% de ces 
proprietes est necessaire pour corresponds au phenotype fil. 

De plus il est indispensable de verifier que la mutation est stable, c'est-a-dire que ie 
phenotype fil est stable. En consequence, l'ensernble des verifications definies ci- 
dessus doivent etre repetees sur la souche mut6e reisolee apres un grand nombre de 
multiplications en milieu non selectif, comme par exemple apres 10 cultures 
successives de 2 jours en milieu YPD-A a 30°C ou encore 10 cultures en milieu YPD k 
30°C et ensemencement au centieme & partir de la culture precedente. 
Les souches ayant traverse avec succes ces differents filtres de selection sont les 
souches parfaitement stables dotees du phenotype fil selon Tinvention. Elles sont 
resistantes au(x) stress en phase de metabolisme actif, elles ont conserve une 
croissance et un pouvoir fermentatif interessants. 

Les souches fil sont destinees a etre utilisees dans des applications industrielles 
particulierement exigeantes en ce qui conceme la resistance au stress en phase de 
metabolisme actif. Des proprietes recherchees pour les souches fil sont par exemple 
une stabilite elevee en congelation et/ou au sechage. Par stabilite, on entend que le 
pouvoir fermentatif de la levure ayant 6t6 placee dans des conditions agressives 
conserve un niveau eleve par rapport au pouvoir fermentatif de la meme levure avant le 
traitement agressif, notamment le sechage et la congelation en patons. 
La stabilite de la levure en patons congeles ou surgeles est un critere important en 
boulangerie industrielle ou les patons sont congeles alors que la fermentation a deji 
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commend, ct que la duree de congelation peut aller de quelques jours a plusieurs 
. semaincs. D est crucial que lors de la decongelation la levure n'ait pas perdu Tessentiel 
de son pouvoir fermenlatif. 

Une souche de levure industrielle ayant d'une part des proprietes equivalentes aux 
5 souches industrielles actuellement commercialisees en France ou en Europe et d* autre 
part ayant une stability en congelation en patons selon le test CI au moins superieure a 
80%, de prffoence au moins superieure a 85% et de preference encore au moins 
superieure k 90%, reprfsente un progres important pour la fabrication des pates 
congel6es. 

10 Au niveau de la selection de mutants fil a partir de souches de laboratoire pour ensuite 
caracteriser le ou les gines a Torigine de la mutation, ou de segregeants devant servir a 
la construction de nouvelles souches industrielles par genetique classique, F experience 
a montr£ qu'il £tait ndcessaire d' adopter au niveau de la selection des taux de stabilite 
moindre en p4te congelle, ces souches 6tant en general par nature moins rdsistantes au 

15 stress d'une congelation. 

La levure de boulangerie, sous forme seche a au moins 92% de matieres seches, de 
preference au moins 94% de matieres seches, doit conserver ses performances 
fermentatives, k matieres seches 6gales, malgre le stress li6 a la deshydratation. 
II est bien connu que les levures ont une perte d'activite au sechage d'autant plus faible 

20 qu'elles sont recoltees dans une phase de croissance faible, e'est-a-dire dans des 
conditions assez eloignees de celles dans lesquelles elles ont leur potentiel fermentaire 
maximal. Des souches fil permettent de deplacer cet equilibre. Cette possibilite peut 
etre mesuree en comparant la perte d'activite au sechage de la souche fil par rapport a 
la perte d'activite au sechage de la souche de depart ou d'une souche t6moin cultivee 

25 dans des memes conditions de phase de croissance active, correspondant k une 
composition en azote elevee des biomasses recoltees. La perte d'activite au sechage est 
definie selon la formule : 

10o-AlxlOO 
A 

A* est la force fermentative mesuree pour la levure seche selon un test A', A est la 
30 force fermentative mesuree pour la levure avant sechage selon le test A correspondant. 
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Les proc£d£s selon 1* invention permettent d'obtenir des nouvelles souches permettant 
de produire dcs levures seches tres actives a environ 9% d' azote sur rnatieres seches 
qui n'ont perdu que 30% maximum de leur activite fermentative sous forme fraiche, et 
de preference 25% ou 20% maximum. 

5 Le proc£d£ scion F invention a conduit a Fobtention de deux types de mutants de 
souches de levure de laboratoire appeles fill et fil2, une nunierotation differente (fill, 
fil2,...) 6tant donnie pour chaque mutation semblant affecter un gene different. 
La premiferc famille de mutants est la famille fill dont la souche type est la souche 
PVD1 150 s M5 fil 1. Ce mutant est derive de la souche de laboratoire de type sauvage 

10 M5 (Schaaff et al. t 1989, Curr. Genet., 15, pp.75-81). La mutation fill est portee par le 
gene CYR1/CDC35, qui code pour F adenylate cyclase, c'est-a-dire pour Fenzyme qui 
synthetise FAMPc. La mutation a ete identifiee comme etant une substitution d'un 
residu glutamate en un residu lysine en position 1682 de la proteine. Ce changement 
ponctuel est localise dans le domaine catalytique de 1' adenylate cyclase, a proximite de 

15 la region qui est considerde comme impliquee dans 1* activation de T adenylate cyclase 
par les prolines Ras. Le changement d'un acide amine acide en un acide amine 
basique est susceptible d'influencer forte Aient F activite du site catalytique, ce d'autant 
plus que ce changement intervient dans une zone tres conservee. Cette mutation fill 
introduite dans le gene CYR1/CDC35 de 2 souches differentes de laboratoire, leur a fait 

20 acquerir ledit ph&iotype fil. En consequence la mutation fill dans le gene 
CYR1/CDC35 permet de construire des souches industrielles ayant le phenotype fil. 

La seconde famille de mutants est la famille fil2 dont la souche type est la souche KL1 
= W303 fil2. Ce mutant est derive de la souche de laboratoire W303-1A (Thomas et 

25 Rothstein (1989) Cell, 56, pp.619-630). 

La mutation fil2 est portee par le g£ne YDL035c appetee gene GPR1 par Xue et al, 
EMBO J., 1998, 17,7, 1996-2007. Le gene GPR1 a ete isole et identifie comme etant 
un gene codant pour une proteine s'associant a la proteine Gpa2 codee par le gene 
GPA2. L' introduction de ce gene GPR1 mute dans les souches industrielles permettra 

30 de leur conferer le phenotype fil. 
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Des mutations sur la famille des genes codant pour des proteines associees a la 
.proteine codee par le gene GPR1, comme une mutation sur le gene GPA2, sont 
susceptibles avec une tres forte probability de conduire au phenotype fil. 

5 Le procdd6 objet de Tinvention a conduit a l'obtention de deux segregeants industriels 
portant la mutation appelee fil300. 

Ce sont les souches FD51 = HL816 fil300 et FDH 16-22 = HL822 fil300. Ces deux 
souches sont derivees d'un segregeant industriel. Elles permettent par croisement avec 
d'autres segregeants industriels, puis selection d'au moins deux segregeants de signe 
10 oppose portant le phenotype fil, et enfin croisement entre ces segregeants, de construire 
de nouvelles souches industrielles ayant le phenotype fil 

Plusieurs mutants ont 6t6 obtenus par le precede objet de T invention k partir de la 
souche industrielle polyploide S47 qui est depos^e au C.N.C.M. sous le n° 1-2037. 
15 Cette souche a 6t6 choisie car elle est la souche la plus utilisee en France actuellement 
pour la panification des pStes crues congelees. 
Ces mutants sont les souches : 
AT25 = S47 fil400 
AT26 

20 AT28 = S47 fil500 

AT31 

Les deux souches AT25 et AT28 ont fait l'objet d' Etudes completes conduisant & la 
conclusion qu'il s'agit a priori de deux mutations differentes. La souche AT25 permet 
une utilisation directe comme souche industrielle de levure de panification pour 
25 1' application pates congelees. 

De maniere generate, Tinvention n'est pas limitee a Tisolement des genes portant la 
mutation dans les souches de laboratoire fil. Elle englobe la meme demarche pour 
isoler le gene portant la mutation dans les segregeants industriels ou dans les souches 
30 industrielles. Dans les souches industrielles polyploides, la mutation est probablement 
dominante et en consequence la strategic d'isolement du ou des genes concernes devra 



27 



etre adapt£e en consequence. Dans cette hypothese, on construit une banque d'ADN 
genomique du mutant fil dans un vecteur centromerique comrae le vecteur Ycp50, 
usuellement disponible, qui possede le marqueur URA3. On transforme une souche de 
laboratoirc de levure auxotrophe pour l'uracile avec cette banque d'ADN et on 
recherche parmi les transformants qui n'ont plus besoin d'uracile, ceux qui ont acquis 
le phenotype fil, par la technique de mise en evidence de mutants fil decrite 
precedemment. 

II est rernarquable que les differents mutants fil obtenus n'ont pas des mutations qui 
affectent la meme voie metabolique. Ceia est montre par le tableau suivant : 



Proprietes 


Souches 


All 


H12 


A1300 


AT25 ; AT26 ; 
AT28 ; AT31 


Reduction de la perte 
de resistance au stress 
induite par la fermentation 


oui 


oui 


oui 


oui 


Deficience du signal AMPc 
induit par le glucose 


oui 


oui 


oui 


non 


Deficience de T accumulation 
d* AMPc induite par 
T acidification 


oui partiel- 
lement 


non 


n.d. 


n.d. 


Niveau de trehalose accru 


oui 


oui 


oui 


oui 


Phase de latence normale 
pour culture sur glucose 


oui 


oui 


oui 


oui 


Taux de croissance normal 
sur glucose 


oui 


oui 


oui 


oui 


Production de CO2 normale 
dans la pite 


oui 


oui 


oui 


oui 


R6colte normale sur melasse 


oui 


oui 


oui 


oui 



L' augmentation de la teneur en AMPc induite par le glucose est affectee dans les 
mutants fill, fil2 et fiBOO. Elle ne l'est pas en revanche dans les mutants fd400 
(AT25), filSOO (AT28), et dans les mutants AT26 et AT31. 




• 
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Dans le cas des mutants fill, fil2 et fil300, Ies mutations affectent la voie Ras-AMPc- 
PKA. Cela est totalement normal pour la mutation fill. Cela conduit a dire que le gene 
GPR1 dont la fonction est mal connue a une action sur cette voie. 
Dans le cas des autrcs mutants, la mutation ne semble pas concerner la voie Ras- 
5 AMPc-PKA. 

II est connu que la voie Ras- AMPc-PKA n'est pas la seule voie impliquee dans les 
mecanismes de resistance au stress. Le nouveau procede selon 1' invention est un outil 
particuliSrement int£ressant pour : 



- construire k l'aide de ces genes des nouvelles souches industrielles 
particulierement performantes. 
Les resistances au stress sont souvent croisees. Les memes voies metaboliques se 
retrouvent souvent chez de nombreux eucaryotes differents. Notamment des voies 

15 6quivalentes k la voie Ras-AMPc-PKA ont ete decrites chez de nombreux eucaryotes. 
En consequence, la prtsente invention ne se limite pas k Fobtention de levures fraiches 
ou seches de panification, de brasserie, de vinification, de distillation, pour la 
production de proteines heterologies, mais k Fobtention de toute nouvelle souche 
eucaryote d'interet pour tout usage industriel, comme la production d'acides 

20 organiques, d'acides amines, d'enzymes, etc... 

La presente invention est egalement illustree par les exemples suivants. La liste des 
figures venant a Tappui de ces exemples est donnee ci-apres. Les figures sont 
designees par la nomenclature suivante. Le premier chiffre est le numero de 1'exemple 
25 dans lequel la figure est decrite, le second chiffre est son ordre dans ledit exemple. 

Figure 1-1 : Croissance des souches M5 et M5 fill = PVD1150 sur milieu YPD k 
30°C et sous agitation (180 tours/min) selon le test T3. 

Figure 1-2 : R6ponse AMPc (Unites Arbitraires) des souches PVD1150 et M5 apres 
30 ajout de glucose (a 100 mM) k des cellules cultivees sur milieu glycerol jusqu^ 
Fobtention de la phase stationnaire. 



- isoler des nouveaux mutants resistants au stress 



10 



- caracteriser le ou les genes concernes dans differentes voies metaboliques 
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Figure 1-3 : Suivi de la degradation du trehalose (Unites Arbitrages) dans les souches 
PVD1050, PVD1150 et leurs temoins respectifs M5 facte A et M5, apres une induction 
par le glucose (200 mM) sur des cellules en phase stationnaire. 

Figure 1-4 : Taux de survie des souches HL8.16 leu2 et HL816 fiBOO apres un choc 
5 thermique de 30 minutes k 52°C selon le test T 1 . 

Figure 1-5 : Taux de survie des souches HL8.16 leu2 et HL816 fiBOO apres une 
congelation de 12 jours k -25°C selon le test T2. 

Figure 1-6 : Taux de trehalose (Unites Arbitrages) dans les souches HL8.16 leu2 et 
HL816 fil300. Les souches sont cultivees jusqu'a 1'obtention de la phase stationnaire, 

10 puis du glucose (100 mM) est ajoute a t=0. 

Figure 1-7 : Reponse AMPc (Unites Arbitrages) apres induction par le glucose (100 
mM) dans les souches HL8.16 leul et HL816 fil300 cultivees jusqu'a Tobtention de la 
phase stationnaire. L'ajout initial de 3 mM de glucose permet de s'affranchir de la 
reponse AMPc life k I' acidification intracellular. 

15 Figure 2-1 : Suivi de la degradation de trehalose (Unites Arbitrages) aprds une 
induction par le glucose k t = 0 (sur des cellules en phase stationnaire). 
Figure 2-2 : Suivi de la reponse AMPc (Unites Arbitrages) apres une induction 
(a t = 0) par le glucose sur des cellules en phase exponentielle de croissance sur 
maltose, a) tdmoin S47 et mutant AT25 ; b) temoin S47 et mutants AT26, AT28 et 

20 AT31. 

Figure 3-1 : Strategic de gap-filling (remplissage de V ADN manquant) utilisee pour 
Tisolement du gene portant la mutation fill dans la souche PVD1 150. 

Figure 3-2 : Carte physique du vecteur pUC18-CYRl mut -URA3 [Sn]. 
Figure 6-1 : Stability en congelation mesuree par le ratio entre la force au jour de 
25 mesure et la force apres 1 jour de conservation k -20°C. 
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EXEMPLE 1 : Utilisation du stress thermique comme outil d'isolement de 
mutants fil 

A. Obtention des souches avant le phenotype fill 
5 a) Obtention des souches PVP1050 et PVD1150 

La souche de depart est la souche haploide M5 hxk2A (souche portant une deletion du 
gene de l'hexokinase II) qui est issue de la souche haploide M5, elle-merne issue de la 
souche diploide M5 (Schaaff et coll. (1989), Curr. Genet. 15: 75-81). Une mutagen^se 
a I'E.M.S. (Ethyl Methyl Sulfonate) a ete realisee selon la technique decrite dans 
10 « Methods in yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press » (Sherman et coll., 
1986) de maniere a obtenir un taux de survie d'environ 10%. Apres ce traitement, les 
cellules ont ete lavees et remises en suspension dans du milieu YPD. Puis elles ont ete 
cultivees jusqu'& r obtention de la phase stationnaire. Une prise de 0,25 ml de cette 
culture a alors ete pr&evee et utilisee pour inoculer 25 ml de milieu YPD. Le milieu 
15 inocule a ete incube a 30°C pendant 90 minutes, puis transfere a 52°C pendant 30 
minutes. H a ensuite ete incube k 30°C pendant 24 heures, puis 0.5 ml de la culture a 
ete transfere dans 25 ml de milieu YPD. Ce milieu a ete incube a 30°C pendant 90 
minutes. Des fractions de 100 \il ont ensuite ete prelevees et placees a 56°C pendant 30 
minutes. Ensuite, les cellules survivantes ont ete etalees sur milieu YPD- A. La 
20 resistance au stress a alors ete evaluee sur les cellules s'etant developpees. 

Pour tester cette resistance, les cellules de levure des souches obtenues ont ete testees 
selon le test Tl, avec une incubation k 52°C fixee k 30 minutes. Dans les conditions de 
ce test, et apres verification de la conservation des proprietes de croissance et de 
fermentation, et la stabilite de la mutation, une souche a ete selectionnee et nominee 
25 Mutl ou encore PVD1050. II a ete demontre que cette souche porte une mutation 
stable, qui a ete nommee/i/i et qui est monogenique et recessive. La souche PVD1050 
presente un taux de survie apres traitement thermique qui est etonnamment eleve, et 
cela en phase stationnaire comme en phase exponentielle, comme le montrent les 
resultats du tableau 1-A. II est surprenant, pour une souche de Saccharomyces 
30 cerevisiae, de conserver en phase exponentielle pres de 100% de viabilite apres un 
traitement thermique de 30 minutes k 52°C. D est egalement surprenant de constater 
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que cette souche PVD1050 n'est pas significativement penalisee en croissance et en 
fermentation par rapport a la souche M5 hxk2A J etant entendu que la deletion du gene 
HXK2 penalise quant a elle, entre autres, la croissance. 

Afin de s'affranchir de cette deletion du gene HXK2, la souche PVD1050 (=M5 hxk2A 
5 fill) a ete croisee avec la souche M5 haploi'de, puis il a ete recherche dans la 
descendance une souche portant la mutation fill mais possedant un gene HXK2 
sauvage. La souche PVD1150 encore appelee souche M5 fill a ainsi ete isoiee. Cette 
souche presente le meme phenotype de thermoresistance que la souche PVD1050, 
c'est-a-dire un taux de survie extremement eleve dans le test Tl (tableau 1-A). 



Test tl ayec taux de suryie 




y En Phase : > 


'/'-••'•'En Metabolisme actif = incubation glucose de : 




,'z si^tionriaire • •'■ ;• 


.•^;i.;- ; -'/30':'.->i-' 


: ::V 60' . • 


90* 


M5hxk2A 


70% 


40% 


30% 


15 % 


PVD1050 


100% 


98 % 


98 % 


98 % 


M5 


50% 


20% 


10% 


5% 


PVD1150 


99% 


96% 







Tableau 1-A - Evaluation du taux de survie des souchesyi/i et de leurs t^moins apres 
un choc thermique de 30 minutes a 52°C. 



15 Etude de la souche PVD1150 

L* etude des caracteristiques associees a la mutation fill a ete realisee sur cette nouvelle 
souche M5 fill en prenant la souche haploi'de M5 comihe temoin. 
Dans un premier temps, la croissance sur glucose de la souche PVD1 150 est comparee 
k celle du temoin M5 de mani&re k etudier 1* influence eventuelle de la mutation fill sur 
20 la croissance. Les souches ont ete cultivees sur milieu YPD selon les conditions du test 
T3. Les resultats (figure 1-1) montrent clairement que la mutation fill affecte Xibs peu 
la croissance de la souche M5. Ces memes souches ont ensuite ete cultivees sur milieu 
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melasse gelose selon les conditions du test T5. Un rendement de croissance identique a 
ete obtenu pour les deux souches (tableau 1-B). 

Les levures recoltees ont ete utilisees pour realiser une mesure de force fermentative 
dans les conditions du test A20. Ce test montre que la perte de force associee a la 
5 mutation fill ne depasse pas 20% (tableau 1-B). 





Test T5 


Test A20 




Recolte (en matiere seche de levure) 


Force fermentative 




apres 40 h [pour 8 g de melasse] 


(ml CO2 degage' en 2 heures) 


M5 


1-70 g 


66-75 ml 


M5 fill 


1.74R 


60-65 ml 



Tableau 1-B 

Done, il n'y a pas de penalisation en croissance et une faible penalisation en 
10 fermentation pour le mutant, n s'agit done bien d'un mutant possedant le nouveau 
phenotype fil, objet de 1' invention. 

Les niveaux d'AMPc et de trehalose ont ete etudies dans les deux souches portant la 
mutation fill (PVD1050 et PVD1150) par rapport & leurs temoins respectifs (M5 hxkl 

15 A et M5). Le niveau d'AMPc a ete mesure sur les souches PVD1150 et M5, selon la 
methode decrite par Thevelein et coll., 1987, J. Gen. Microbiol., 133, pp.2197-2205. 
Ce niveau d'AMPc a ainsi ete determine apres induction de sa synthese par ajout de 
glucose (a 100 mM) sur des cellules ayant atteint la phase stationnaire apres une 
croissance sur glycerol. Un signal AMPc attenue a ete mis en evidence dans le mutant 

20 PVD1150 (figure 1-2). Le trehalose a par ailleurs ete dose sur les souches PVD1150, 
PVD1050, M5 et M5 hxkl A, selon les conditions decrites par Neves et coll., 1991, 
FEBS Lett., 283, pp. 19-22. Une mobilisation beaucoup moins rapide du trehalose 
(apres induction par le glucose sur des cellules en phase stationnaire) est observee dans 
les souches portant la mutationy?Zi que dans les souches temoins (figure 1-3). 

25 A la vue des resultats des mesures de trehalose et d'AMPc, il semble clair que la 
mutation fill touche la voie Ras-AMPc. Toutefois, et contrairement aux mutants de la 
voie Ras-AMPc precedemment isoles et qui presentent des retards de croissance et de 
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fermentation (Ma P. et coll., 1997, Microbiol., 143, pp.345 1-3459), le mutant fill n'est 
que tres faiblement penalise en croissance et en fermentation. 

Afin de determiner T impact reel de la plus grande teneur en trehalose sur la resistance 
au stress des mutants fill, le gene TPS1 (qui code pour la synthese de trehalose 
phosphate a partir de glucose) a ete delete dans les souches fill et les souches 
temoins de depart. Bien que ces souches fill tpslA ne synthetisent plus de 
trehalose, elles conservent une bien meilleure resistance au stress thermique que 
les souches temoins tpslA : 30% de survie apres 30 minutes h 52°C contre 0,1% 
pour les temoins (conditions du test Tl). Cela corrobore les resultats publies par 
Van Dijck et coll. (1995, Appl. Environ. Microbiol,. 61, pp.109-115) qui mettaient 
en evidence que le trehalose n'est pas, a lui seul, responsable de 1* amelioration de 
la resistance au stress. 

B. Obtention de souches fil300 

a/ Obtention de la souche FD51 = HL816 fiBOO 

Une mutagenese a ete realisee sur la souche HL8.16 leu2 (souche aneuploide, 
segregeant de souche industrielle rendu auxotrophe pour la leucine ; collection 
LESAFFRE) : les cellules ont ete cultivees a 30°C dans un milieu YPD jusqu'i 
obtention de la phase stationnaire. Puis les cellules ont ete incubees a 30°C pendant 1 
heure, en presence d'E.M.S. (Ethyl Methyl Sulfonate) selon la technique decrite dans 
« Methods in yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press » (Sherman et al., 
1986) de maniere a obtenir un taux de survie d'environ 10%. Apres ce traitement, les 
cellules ont ete lavees, remises en suspension dans du milieu YPD et cultivees a 30°C 
jusqu'k l'obtention de la phase stationnaire. Du glucose a alors ete ajoute dans la 
culture en phase stationnaire de maniere k obtenir une concentration finale en glucose 
egale a 100 mM. Le milieu inocule a ete incube a 30°C pendant 30 minutes, puis h 
56°C pendant 30 minutes, et enfin a 65°C pendant 30 minutes. Les cellules survivantes 
ont ete isolees par etalement sur milieu YPD-A. Puis elles ont ete soumises 
individuellement & un test de resistance a la chaleur, selon les conditions du test Tl 
avec une incubation de 30 minutes a 52°C A Tissue de cette premiere selection, les six 
souches presentant les taux de survie les plus importants ont ete retenues et utilisees 
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pour un second traitement mutagene, cette fois aux ultra-violets (U.V.), selon la 
technique decrite par Spencer J.F.T. et Spencer D.M., Chapitre « Yeast genetics » 
extrait de « Yeast a practical approach », 1988, Campbell et Duffus Eds. Dans le cadre 
de ce traitement, les cellules de chacune des 6 souches ont ete cultivees dans un milieu 
YPD jusqu'a Tobtention de la phase stationnaire. Elles ont ensuite ete lavees a l'eau, 
diluees puis etalees sur milieu YPD- A. Une dose de 30 mJ de lumiere U.V. (de 
longueur d'onde egale a 260 nm) a ete appliquee sur les boites ouvertes. Les 248 
colonies ayant survecu au traitement mutagene ont ete repiquees sur un milieu YPD-A 
puis incubees 2 heures a 60°C. A Tissue de ce traitement thermique, seules 2 colonies 
ont survecu. Un test de resistance a la chaleur en milieu liquide a alors ete realise sur 
ces deux colonies, selon les conditions du test Tl avec une incubation de 30 minutes a 
52°C apres une incubation en presence de glucose pendant 1 heure k 30°C. La 
meilleure des 2 souches a ete retenue pour un dernier traitement mutagene aux ultra- 
violets (U.V.), selon les conditions decrites precedemment mais avec une dose de 10 
mJ de lumiere U.V. (260 nm). Les colonies ayant survecu au traitement mutagSne ont 
ete repiquees sur un milieu YPD-A et incubees 6 heures k 60°C. A Tissue de ce 
traitement thermique, 171 colonies (sur pres de 1500) ont survecu. Un test de 
resistance k la chaleur de ces 171 souches selon les conditions du test Tl a permis de 
selectionner la souche FD51, nominee egalement HL816 fil300. Bien entendu, il a 6t6 
verifie que cette mutation etait stable et qu'elle repondait a toutes les conditions du 
phenotype fil. 

b/ Etude de la souche HL816 fil30Q 

Une tres nette amelioration de la resistance k la chaleur de la souche a ete confirmee 
par le test Tl, que ce soit en phase stationnaire ou en reprise de fermentation (figure 1- 
4) . Par ailleurs, la mutation fil300 induit une resistance k d'autres stress : en effet la 
souche HL816 S1300 presente, dans les conditions du test T2, un taux de survie de plus 
de 50% apres congelation de cellules prefermentees 90 minutes k 30°C alors que le 
taux de survie du temoin est dans les memes conditions inferieur k 11% (figure 1-5). 
La souche HL816 fil300 resiste done egalement beaucoup mieux a la congelation que 
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la souche temoin, que les cellules soient en phase stationnaire ou en reprise de 
fermentation. 

Afin de mieux caracteriser le phenotype lie a la mutation fI1300, les niveaux de 
trehalose et d'AMPc ont ete mesures sur des cellules en phase stationnaire qui sont 

5 soumises a une induction par le glucose. La souche temoin est la souche de depart 
HL8.16 leu2. En phase stationnaire (soit 0 minute de fermentation dans la figure 1-6), 
le niveau de trehalose est 3 a 4 fois plus eleve dans le mutant fiBOO que dans le temoin 
HL8.16 leu2. En phase exponentielle, la vitesse de degradation du trehalose dans la 
souche temoin est ralentie, par rapport a celle du temoin (figure 1-6). D est egalement 

10 observe dans le mutant HL816 fi!300 une reponse AMPc reduite de pres de 50% apres 
une induction de la synthese par le glucose sur des cellules en phase stationnaire 
(figure 1.7). 

Les performances de croissance et de force fermentative des souches HL8.16 leu2 
(temoin) et HL816 fil300 ont 6i6 determinees selon les tests T5 et A20. Les resultats 
15 sont donnes dans le tableau 1-C. La souche fi!300 conserve dans ces tests 80% des 
caracteristiques mesurees pour la souche de depart. 





. ' ,T5 - 


A20 




Recolte (en matiere seche levure) 


Force fermentative 




20 h [pour 8 g de melasse] 


(ml C0 2 degagg en 2 heures) 


HL8.161eu2 


1.5 g 


85 


HL816fil30O 


1.2 R 


68 



Tableau 1-C 

20 

b/ Isolement de la souche HL822 fil300 

Les pertes de rendement de croissance et de force fermentative du mutant HL816 
fil300 qui sont au maximum de ce qui est tolere dans le cadre du phenotype fil 
penalisent son utilisation. Cest pourquoi il a ete realise des croisements entre ledit 
25 mutant et quelques segregeants afin d'isoler, dans la descendance des diploides obtenus 
des segregeants thermor6sistants aux performances amelior£es. La souche HL822 
fil300, egalement nommee FDH 16-22, a ainsi ete isolee. Cette souche, qui est un 
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segrigcant issu d'un croisement entre la souche HL816 fil300 et le segregeant HL816 
(collection LESAFFRE), possede un rendement de croissance sur melasse et une force 
fermentative identiques a ceux de la souche temoin HL8.16 leu2 (tableau 1-D). Elle 
poss&de par ailleurs un niveau de thermoresistance identique a celui de la souche 
5 HL816fil300. 





T5 


A20 




Recolte (en matiere seche levure) 


Force fermentative 




apres 20 h (pour 8 g de melasse] 


(ml C0 2 degagg en 2 heures) 


HL8.161cu2 


1.5 g 


85 


HL822 fil300 


1.5 g 


85 



Tableau 1-D : Rendement de croissance sur melasse et force fermentative (mesuree 
dans le test A20) des souches HL8. 16 leu2 et HL822 fil300. 

10 

Pour chacunc des deux souches fil300 (HL816 fil300 et HL822 fil300), la stability en 
pStons congelds a 6x6 comparee k celle de la souche temoin HL8.12 leu2 par mesure de 
revolution de Tactivite fermentative en fonction de la duree de congelation selon les 
conditions du test C2. 

15 Une tres nette amelioration de la stabilite en congelation a ete observee pour les 
souches fil300 par rapport au temoin HL8.16 leu2 (tableau 1-E). Ainsi, les souches 
fil300 conservent au moins 60% de leur force fermentative apres 1 mois de 
conservation a la temperature de -20°C alors que le temoin ne conserve que 40% de sa 
force fermentative dans les mSmes conditions (tableau 1-E). 
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ljour 


Test C2 
Stabilite en congelation (%) 

28 joiirs 


42 jours 


HL8.161eu2 


100% 


41 % 


39 % 


HL816fd300 


100% 


60% 


53 % 


HL822 fi!300 


100% 


62 % 


57 % 



Tableau 1-E : Stability cn congelation, mesuree par le ratio entre la force fermentative 
au Nifcme jour dc mesure et la force fermentative au premier jour de congelation (Test 
5 C2). 

EXEMPLE 2 : Utilisation de cycles de congelation/decongelation comme outil 
d'isolement de mutants fil a partir d'une souche industrielle 

10 La souche de depart est la souche S47 deposee au C.N.C.M., 25 rue de Docteur Roux, 
75724 Paris, France, sous le num6ro 1-2037. C'est une souche de levure de panification 
aneuploide utilisSe industriellement, c'est probablement la meilleure souche utilisee 
actuellement en France pour la panification en era surgele. Elle a ete cultivee dans un 
milieu liquide YPD k 30°C jusqu'a l'obtention de la phase stationnaire. Un traitement 

15 mutagfcne aux U.V. a alors ete realise selon la technique decrite par Spencer J.F.T. et 
Spencer D.M., Chapitre « Yeast genetics » extrait de « Yeast a practical approach » 
(1988), Campbell et Duffus Eds., de maniere k obtenir un taux de survie d'environ 
10%. Les cellules ont ainsi ete traitees avec une dose d'U.V. (260 nm) de 5 mJ. Elles 
ont ensuite 6te cultivees h 30°C sur milieu YE-m61asse gelose (agar 20 g/1, extrait de 

20 levure 5 g/1, melasse 5 g/1, (NH4)2HP04 0.5 g/1, pH 5.0-5.5), puis ont ete recoltees 
aprfes 2 a 3 jours par lavage des boites avec de Teau. Des mini-patons de 0,5 g ont ete 
fagonnes a partir des levures recoltees, selon la composition suivante : farine 56.5 %, 

NaCl 1.0 %, eau 42.5 %, levures 4.10 8 cellules/gramme de paton. Ces mini-patons ont 
&e incubus k 30°C pendant 30 minutes. Puis ils ont 6te soumis k 200 cycles successifs 
25 de congelation k -30°C et decongelation a temperature ambiante, de maniere k 
n ? obtenir que quelques milliers de cellules survivantes (taux de survie inferieur a 
0.01%), qui ont 6te isolees des patons. 
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La resistance a la congelation a ensuite ete testee individuellement sur les cellules 
survivantes, par mesure du taux de survie des cellules apres une congelation et par 
mesure de la perte de capacite fermentative apres congelation. Parallelement, le 
rendement de croissance sur melasse et la force fermentative des meilleures souches 
5 ont 6t6 mesures. 

* Le taux de survie apres congelation est mesure selon les conditions du test T2 avec 
une phase fermentaire de 30 minutes a 30°C, suivi d'une congelation a -30° C pendant 
24 heures, puis d'une decongelation a temperature ambiante. 

* La croissance des souches a ete mesuree par le rendement obtenu apres une culture 
10 de 20 heures sur milieu melasse gelose selon le test T5 ; les levures recoltees sont 

utilisees pour mesurer la force fermentative a 30°C et sur 2 heures, selon les conditions 
du test Al. 

Sur l'ensemble des souches ayant survecu aux traitements successifs de 
cong61ation/decong61ation en mini-pStons, 7 souches nominees AT25, AT26, AT27, 

15 AT28, AT29, AT30 et AT31 ont €t€ pre-selectionn^es. Les resultats des tavix de survie 
aprfes congelation (test T2) sont donnes dans le tableau 2-A, les rendements de 
croissance sur melasse (T5) et la force fermentative (Al) sont donnes dans le tableau 2- 
B. Meme si Tensemble de ces mutants possedent un taux de survie (tableau 2-A) bien 
meilleur que celui du temoin, il faut tenir compte des rendements de croissance et de la 

20 force fermentative de chaque mutant pour la selection de souches repondant aux 
criteres du phenotype fil (tableau 2-B). Cest pourquoi seules les souches AT25, AT26, 
AT28 et AT31 ont ete retenues k Tissue de ces tests. Des mesures de taux de 
croissance maximal ont ete r<Salisees selon le test T4 sur ces differents mutants et la 
souche temoin S47, les resultats sont presentes dans le tableau 2-C. 
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' r*rin<ri^1af ion av(*i* fprmpfitJirirtri nrpiilahlf* - 


S47 


36 


17 


AT25 


51 


47 


AT26 


59 


42 


AT27 


45 


40 


AT28 


47 


39 


AT29 


72 


32 


AT30 


47 


28 


AT31 


38 


27 



Tableau 2-A 




















';. : B (mrCO^lflS^W? :•' ' 


S47 


67% 


138 


AT25 


64% 


116 


AT26 


62% 


116 


AT27 


47% 


113 


AT28 


62% 


120 


AT29 


51 % 


64 


AT30 


62% 


84 


AT31 


62% 


133 



10 



Tableau 2-B : Rendement de croissance (exprim6 par le ratio entre la quantite de 
levure produite en 20 heures exprimee k 30% de matieres seches par rapport a la 
quantite de melasse utilisee ramenee a 50% de sucre) et force fermentative (exprimee 
par la quantite de C02 degagee en 2 heures k 30°C) des mutants de la souche S47 et de 
la souche S47 de depart. 
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S47 


0,69 


0,60 


0,57 


r\ 1 A j 


0 60 


0,61 


0,54 


AT? (\ 


0 67 


0,56 


0,56 


AT27 


0,37 


0,23 


0,26 


AT28 


0,61 


0,62 


0,60 


AT29 


0,59 


0,48 


0,52 


AT30 


0,62 


0,55 


0,56 


AT31 


0,63 


0,60 


0,57 



Tableau 2-C : Taux de croissance maximal de la souche S47 et des mutants isoles h 
partir de la souche S47, sur differents milieux de croissance selon le test T4. 



5 Afin de voir si les mutations portees par les souches AT25, AT26, AT28 et AJ3 1 
affectaient dgalement la voie Ras-AMPc comme dans le cas des souches fil decrites 
dans l'exemple 1, les niveaux d'AMPc et de trehalose dans ces differentes souches ont 
ete mesur6s. Les mesures de trehalose ont ete realisees sur des cellules cultivees jusqu'S. 
la phase stationnaire puis soumises k une induction de sa mobilisation ou degradation 

10 par ajout de glucose (100 mM). Le niveau initial de trehalose, qui correspond au niveau 
de trehalose en phase stationnaire, est plus eleve pour tous les mutants que pour le 
temoin (t=0, figure 2-1). En presence de glucose, la degradation du trehalose est assez 
rapide pour Tensemble des souches (mutants et temoin) puisque apres 20 minutes et 
plus, un niveau faible et presque identique de trehalose est obtenu pour T ensemble des 

15 souches. Or le stress impose dans le cadre du test T2 est realise apres une incubation de 
30 minutes en presence de glucose. Cela confirme, la encore, que le trehalose ne 
permet pas d'expliquer les meilleures performances de ces mutants fil. En ce qui 
concerne l'AMPc, les mesures ont 6te realisees sur des cellules en phase exponentielle 
de croissance sur maltose qui ont 6te soumises a une induction par du glucose (100 

20 mM). Dans ces experiences, il n'y a pas de reduction significative du signal AMPc 
dans les mutants par rapport & la souche temoin S47 (figures 2-2, a & b). II semblerait 
done que les mutants cryor&istants AT25, AT26, AT28 et AT31, qui ont ete isoles 
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suite a des cycles successifs de congelation/ decongelation et qui ont le phenotype fil, 
portent des mutations qui touchent d'autres cibles que la voie Ras-AMPc. 



5 EXEMPLE 3 : Identification de la mutation fill et reconstruction de souches 
portant la mutation fill 

Des croisements entre la souche PVD1150 et d'autres souches ont montre que la 
mutation fill etait localisee a proximite d'un centromere. La souche PVD1150 a done 

10 ete recroisee avec differentes souches haploides portant des marqueurs genetiques 
situes k proximite des centromeres de chaque chromosome et une analyse a ete 
effectuee sur les tetrades issues de la sporulation des diploides obtenus. 
II a ainsi €t€ d€termin6 que la mutation fill etait localisee a proximite du centromere du 
chromosome X. La souche PVD1150 a done 6t6 complementee avec chacun des gfenes 

15 situ6s dans cette region, selon la strategic generate suivante : 

- transformation de la souche PVD1150 par des plasmides centromeriques portant 
chacun un des genes situes k moins de 25 kb du centromere du chromosome X, 

- recherche des clones transformants ayant perdu le phenotype de thermoresistance, 

- isolement du gfene portant la mutation k partir du mutant PVD1 150 par la technique 
20 de « gap-filling » definie ci-apres et illustree par la figure 3-1 ; retransformation de 

la souche PVD1150 avec le gene mute ainsi isole de maniere a verifier qu'il ne 
s'agit pas d'un gene suppresseur, 

- sequen?age du gene mute issu de PVD1150 et de son allfele sauvage issu de M5 
pour identifier et localiser la mutation, 

25 - reintroduction par recombinaison homologue du gfene mut6 dans au moins une autre 
souche de laboratoire thermosensible et verification de Tobtention du phenotype fil 
demontrant la monogenicite de la mutation et sa non dependance du contexte 
genetique de la souche mut6e d'origine PVD1150. 
Cette strategic de complementation a 6t6 r6alisee de la maniere suivante : toutes les 

30 constructions ont ete r6alisees selon les techniques habituelles et notamment selon 
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l'ouvrage « MOLECULAR CLONING », J. Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, 1989. 

1/ Transformation de la souche PVD1150 par des plasmides centromeriques portant 
chacun un des genes situes a moins de 25 kb du centromere du chromosome X 

5 Chaque gene situe a moins de 25 kb du centromere a ete amplifie pax PCR, puis clone 
dans le vecteur YCplac33 (Gietz R.D. et Sugino A. (1988), Gene, 74, pp.527-534) qui 
porte le gene URA3. Chacun des vecteurs obtenus est utilise pour transformer la souche 
PVD1150 (auxotrophe pour l'uracile). La presence des plasmides est ensuite verifiee 
sur les transformants obtenus. 

10 2/ Recherche des clones transformants avant perdu le phenotvpe de thermoresistance 

Les differents transformants portant chacun, sur un vecteur monocopie, Tun des genes 
situes au plus a 25 kb du centromere du chromosome X, ont ete testes pour leur perte 
de thermoresistance. Chaque souche PVD1150 portant Tun des genes situes autour du 
centromere du chromosome X est depos^e en stries sur un milieu YPD-A prechauffe h 

15 57°C, qui est incube pendant 90 minutes k 57°C. En parallele, la souche PVD1 150 qui 
porte un plasmide monocopie sans insert, en 1'occurrence le vecteur YCplac33 est 
utilisee comme temoin non complement^. Apres ce traitement thermique, les souches 
sont incubees h 30°C jusqu'au developpement de la croissance du temoin (apparition 
d'un tapis cellulaire). Les souches portant un gene qui complemente la mutation fill 

20 sont celles qui ne se sont pas encore developpees. 

Les resultats de ces tests ont pennis de montrer que la mutation fill etait localisee dans 
le gene CYR1 (nomme egalement CDC35), puisque seul ce gene etait capable de 
complementer le phenotype fil dans la souche PVD1150. Le gene CYR1/CDC35 code 
pour Tadenylate cyclase, enzyme de la voie Ras-AMPc qui permet la synthase d'AMPc 

25 a partir d'ATP . Ce resultat est coherent avec le fait que la souche PVD1150 presente 
un niveau reduit d'AMPc (exemple 1). 

De maniere k verifier que la perte de thermoresistance etait effectivement liee & la 
presence du gene CYR1/CDC35 sauvage apporte par le plasmide, la souche PVD1 150 
contenant le vecteur YCplac33-CYRl a ete cultivee sur du milieu YPD, un milieu non 
30 selectif permettant de perdre rapidement le plasmide. Des colonies ont ete isolees de 
cette culture sur un milieu YPD-A, puis r6pliquees sur milieu selectif SD-URA (milieu 
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depourvu d'uracile) pour rechercher les clones qui ne poussent pas et qui ont done 
perdu le plasmide. Un test de thermoresistance identique au precedent confirme que 
1 'ensemble de ces clones ayant perdu le plasmide sont redevenus thermoresistants. 
3/ Isolement du gene portant la mutation a partir du mutant PVD1 150 
5 La deletion du gene CDC35/CYR1 est connue pour entrainer la letalite des souches. D 
etait indispensable d'isoler le gene mute. 

Le gene mute de la souche PVD1150 a ete clone par la technique de « gap-filling » 
[Iwasaki, T. et coll. (1991) Gene, 109, pp.8 1-87] ou « allele rescue » [On- Weaver, T.L. 
et coll. (1983) « Methods Enzymol. », 101, pp.228-245]. 

10 La methode a ete appliquee a la souche PVD1 150 en la transformant avec le plasmide 
YCplac33-CYRl digere par l'enzyme SnaBI (figure 3-1). Les transformants poussant 
sur milieu minimum depourvu d'uracile (milieu SD-URA) ont ensuite ete selectionnes. 
Ces transformants ne peuvent croitre que s'il y a eu recircularisation du vecteur, 
notamment par un evenement de double recombinaison ayant integre la partie 

15 manquante du gene grace au g&ne CYR1 mut6 dans la souche PVD1150 (figure 3-1). 
Parallelement, la souche M5 a ete transformee avec le vecteur YCplac33-CYRl digere 
par SnaBI, puis les transformants ont ete selectionnes sur milieu minimum, de maniere 
a obtenir un vecteur portant le gene CYR1 non mute issu de la souche temoin M5. 
La souche PVD1 150 a alors ete retransformee : 

20 - avec le vecteur YCplac33-CYRl mut qui porte le gene mute issu du vecteur 
YCplac33-CYRl digere par SnaBI et rempli par gap-filling dans la souche 
PVD1150, 

- avec le vecteur YCplac33-CYRl/S qui porte le gene sauvage issu du vecteur 
YCplac33-CYRl digere par SnaBI et rempli par gap-filling dans la souche M5. 
25 Le niveau de thermoresistance de ces deux souches a ensuite ete compare k Taide du 
test suivant : depot des cellules en stries sur milieu gelose YPD-A prechauffe k 57°C et 
incube a 57°C pendant 90 minutes. Comme attendu, le gene mute ne complemente pas 
la mutation ; en revanche, le gene CYR1 sauvage rend la souche PVD1150 
thermosensible. 
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4/ Seguenyage du gene mute (issu de PVD1 150) et de son allele sauvage (issu de M5) 
pour identifier et localiser la mutation 

Le gene mute CYRl mut issu de PVD1 150 et le gene CYR1 sauvage issu de M5 ont ete 
sequences en parallele par la technique de sequen^age direct sur produits de PCR 
obtenus par amplification de fragments couvrant tout le gene, ce qui a permis la 
localisation de la mutation fill. D s'agit d'un changement d'une base G en une base A 
en position n°5044 de la partie codante du gene CYR1 (gene reference sous le nom 
YJL005w chez Sacccharomyces cerevisiae). Cela correspond egalement a un 
changement en position 429888 du chromosome X, selon la classification du MIPS 
(Munich Information Center for Protein Sequence). Ce changement est represents dans 
le tableau ci-dessous. 



Souche temoin 
glu 

GG 



Souche fill 
lys 



CC 



GAG 
CTC 



CT 
GA 



GG 
CC 



AAGCT 



TTC 



GA 



La mutation a ete verifiee k la fois par le sequengage d'un m61ange de trois produits 
PCR independants et aussi par le sequengage du brin d'ADN complementaire. Ce 
changement conduit au passage d*un acide glutamique en lysine en position 1682 de la 
proteine. n intervient dans la region codant pour le site catalytique de l'enzyme, et a 
proximite de la region qui est supposee etre impliquee dans l^activation de 1' adenylate 
cyclase par les proteines Ras : 



2026 



Domaine N- 

terminal 
(regulation 
negative) 



Region riche en 
Leucine (domaine 
de fixation 
membranaire) 



R6gion 
interdomaines 
(reponse Ras) 



Domaine 
catalytique 



Inter- 
action 

Cap 



25 



65 



1301 



1667 



1891 



1682 (fill) 
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51 Reproduction (par recombinaisoa homologue) du gene mute dans des souches de 
laboratoire thermosensibles et etude du phenotvpe associe 

a/ Construction du plasmide pUC18-CYRl mut - URA3 fSnl 

Le fragment Pstl-BamHI du vecteur Ycplac33-CYRl mut , fragment qui contient la 

5 partie 3' du gene CYRl mut (mutation fill incluse) a ete sous-clone dans le vecteur 
pUC18. Puis le marqueur d'auxotrophie URA3, issu du vecteur pJJ242 (Jones et 
Prakash (1990) Yeast, 6, pp.363-366) a ete insere dans ce nouveau vecteur, en aval de 

la partie codante du gene C*7?7 mut dans la region 3' non codante, au niveau d'un site 

de restriction unique (SnaBI). Le vecteur obtenu, nomme pUC18-CYRl mut -URA3 est 
10 presente dans la figure 3-3. 

b/ Transformation des souches haploi'des de levures M5 et SP1 

Le vecteur pUC18-CYRl mut -URA3 a ete hydrolyse par 1'enzyme appropriee (en 
l'occurence Bait), ce qui a permis de liberer un fragment lineaire de 3,2 kb contenant la 
mutation fill, le marqueur URA3 ainsi que des sequences aux extremites permettant la 

15 recombinaison homologue. Ce fragment a ete utilise pour transformer des souches de 
laboratoire : la souche M5 (ura3, trpl, leu2) qui est un haploi'de vrai 16n issu de la 
souche M5 2n decrite par Schaaf et coll. (1989) Curr. Genet., 15, pp.78-81, et la 
souche SP1 (ura3, trpl, leu2, ade8) decrite par Toda et coll. (1985) Cell, 40, pp.27-36. 
La presence de la mutation a ensuite ete recherchee sur quelques uns des transformants 

20 ainsi obtenus, par sequen5age de la zone portant en principe la mutation. Cela nous a 
permis d'isoler des souches M5 fill et SP1 fill. 

cl Recherche du phenotvpe de thermoresistance 
La thermoresistance des souches M5 fill et SP1 fill a ete comparee k celle de leurs 
temoins respectifs (M5 et SP1) selon les conditions du test Tl avec une incubation en 

25 presence de glucose de 30 minutes a 30°C et un traitement thermique de 20 minutes a 
52°C. 

Les resultats concemant les souches M5 fill et SP1 fill reconstmites, qui sont 
presentes dans le tableau 3-A montrent que ces souches presentent effectivement un 
phenotype de thermoresistance, qui n'est pas observe dans les souches temoin. 
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Souche d'origine , 


"V . Viabilite residuelle apres traitemerit ^ 52°C (%) :: 




souche sauvage souche fill 


M5 
SPl 


9 % 96 % 
1 % 16 % 



Tableau 3-A : Viabilite residuelle apres choc thermique a 52°C des souches fill 
reconstruites et de leurs temoins. 

5 



EXEMPLE 4 : Caracterisation de la mutation fil2 

La souche KL1(=W303 fill) a ete isolee a partir de la souche W303-1A (Thomas et 
10 Rothstein (1989) Cell, 56, pp.619-630) selon un protocole de recherche de souches fil 
similaire & ceux developpes dans l'exemple L La mutational/2 est monogenique et 
recessive. Dans un premier temps, un test de thermoresistance a permis de confirmer 
T amelioration apportee par la mutation fill. II a ensuite ete mis en Evidence une 
resistance croisee aux stress. II a ete constate que la souche mutee fil2 etait bien une 
15 mutation fil, car cette souche mutee n* etait pas affectee significativement par rapport k 
la souche de depart quant £ sa croissance ou son activite fermentative. Comme il s'agit 
d'une souche de laboratoire, le gene portant la mutation a ete recherche. 
a/ Resistances aux stress 

Pour mesurer la resistance aux stress thermiques (chaleur et congelation), les souches 
20 KL1 et W303-1A ont ete cultivees sur milieu YPD $l 30°C jusqu*a Tobtention de la 
phase stationnaire. Apres centrifugation, les cellules ont ete resuspendues dans du 
milieu YP et incubees a 30°C. Au bout de 30 minutes, du glucose a 6t6 ajoute jusqu'a 
atteindre une concentration finale de 100 mM dans le milieu. Dans le cas du stress k la 
chaleur, T incubation h 30°C a ete poursuivie pendant 30 minutes, puis les cellules ont 
25 ete incubSes a 52°C pendant 30 minutes. Dans le cas de la congelation, P incubation a 
30°C a 6t6 poursuivie pendant 90 minutes, puis les cellules ont ete resuspendues dans 
du milieu YP glace et congelees a -30°C pendant 2 jours puis decongelees & 30°C. 
Quatre cycles successifs de congelation/ decongelation ont ete effectues. 
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Ces deux tests ont permis de montrer qu'il existait une correlation entre la 
thermoresistance et la resistance a la congelation dans le cas de la mutation fill. La 
souche KL1 presente ainsi un taux de survie de 80% apres traitement a la chaleur 
contre 20% pour la souche temoin W303-1A ; de meme apres congelation dans le test 
severe effectue, le taux de survie du mutant KL1 est pres de 4 fois superieur a celui du 
temoin : environ 30% pour KL1 contre environ 8% pour W303-1A. 
b/ Localisation du gene mute 

Une strategie identique a celle ayant permis la localisation de la mutation fill (cf. 
exemple 3) a ete realisee. II a ainsi ete determine que la mutation fill etait localisee k 
proximite du centromere du chromosome IV. La souche KL1 a done ete complementee 
avec chacun des genes situes dans cette region, selon la strategie generate decrite dans 
T exemple 3 : 

- transformation de la souche KL1 (auxotrophe pour Turacile) par des plasmides 
centromeriques portant chacun un des genes situes k moins de 60 kb du centromere 
du chromosome X 

- recherche des clones transformants ayant perdu le phenotype de thermoresistance 

- isolement du gene portant la mutation a partir du mutant KL1 ; retransformation de 
la souche KL1 avec le gene ainsi isole de maniere k verifier qu'il ne s'agit pas d'un 
gene suppresseur. 

Les resultats des tests de complementation ont permis de montrer que la mutation fill 
etait localisee dans le gfene GPR1. Ce gdne code pour un recepteur potentiel couple k 
une proteine G et il est suppose initier la voie de signalisation associee a la proteine G 
codee par le gene GPA1 (Xue, Y et coll. (1998) EMBO Journal 17 : 1996-2007). 
De maniere a verifier que le phenotype de thermoresistance etait effectivement associe 
a une mutation sur le gene GPR1, le niveau de thermoresistance de la souche KL1 a et6 
compare k celui de la souche W303-1A dans laquelle le gene GPR1 a 6t6 delete 
(deletion non letale), ainsi qu'a celui du temoin thermosensible W303-1A. Les resultats 
montrent clairement que la deletion du gene GPR1 permet d'obtenir un niveau eleve de 
thermoresistance. Par ailleurs, le diplofde obtenu par croisement entre KL1 et W303- 
1A gprlA presente un niveau de thermoresistance aussi eleve que celui des souches 
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KL1 ct W303-1 A gprl A, ce qui confirme que la mutation fil2 touche effectivement le 
gene GPrt/. 

Le gene GPR1 mut£ de maniere a conferer le phenotype fil2 peut etre isole selon la 
technique d&rrite k Texemple 4 et il permettra de transformer des souches industrielles 
de maniere k obtenir des souches industrielles ayant le phenotype fil2. 
Dans Tallfele fU2 du gfcne GPR1 9 la mutation point suivante a ete trouvee : la base 948 
a partir du depart de la phase codante, c'est-a-dire de 1'ATG, est changee, une Thymine 
(T) devient une Adenine(A). Le codon dans la souche sauvage est TAT qui code pour 
une Tyrosine en position 316 dans la proteine, il est change en TAA qui code un 
STOP. L* allele fil2 apparait coder pour une version tronquee de la proteine Gprl qui 
contient en tout 962 acides amines. L'acide amine 316 avant lequel s'arrete la synthese 
de la proline fil2 tronquee, est sitae dans la 3* me boucle intracellular de la proteine 
receptrice Gprl. C*est cette boucle qui est connue pour interagir dans les proteines 
receptrices de mammif&res avec la proteine G, c'est probablement cette boucle qui 
interagit dans la levure avec la proteine Gpa2. 

EXEMPLE 5 : Performances de souches fil en sechage 

Le phenotype fil est particulierement int^ressant pour obtenir des levures seches plus 
actives, car il permet de soumettre au sechage des biomasses plus actives, notamment 
plus riches en azote, sans perte dramatique d'activite fermentative lors du sdchage. 
Les deux souches fill reconstruites obtenues comme decrit dans Texemple 3 et la 
souche S47 filSOO (= AT28) obtenues comme decrit dans Texemple 2 et les souches de 
depart correspondantes ont ete cultivees selon des proced6s classiques en fed batch en 
cuve pilote de quelques litres utiles comme decrit dans les brevets US 4318929, 
4318930 et 4396632 de manifere k obtenir une biomasse tres active et riche en azote, 
c'est-a-dire k plus de 8% d' azote sur matieres sfcches, de preference plus de 8,5% 
d' azote sur matieres seches. Cette biomasse est ensuite sech6e par un procede type 
fluidisation comme d6crit dans les brevets US cites ci-dessus. 
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a/ Sechage des 2 souches fill reconstruites et des 2 souches de depart M5 et SP1 
La force fermentative de la biomasse obtenue avec chacune des 4 souches avant 
sechage, c'est-£-dire sous forme fraiche a environ 30% de matieres seches a ete 
mesurte selon le test A20. La force fermentative des levures seches a environ 95% de 

5 matiferes s&ches a mesuree selon le test A'20. Comme dans le cadre d'un tel test 
pilote, les forces fermentatives en valeur absolue n'ont guere de signification, on a 
affecte la pertc au sfchage obtenue avec chaque souche de depart du coefficient 100 et 
on a exprim6 la perte au sechage des souches reconstruites fill obtenues selon 
Texemple 3 en pourcentage de la perte au sechage de la souche de depart. Ces resultats 

10 sont donn& dans le tableau 5 A. 





Perte de force des levures seches 


exprimee en pourcentage 
e du temoini £ .; ; : . 




• "i&S&QiWfe la perte de fore 


^T&xydB^m^. 38°C v 


MS 


100 


100 


MS fill 


44 


26 


SP1 


100 


100 


SP1 fill 


49 • 


52 


Tableau 5-A 


: Evaluation de la perte de force au sechage 


des souches fill reconstruites 



et de leur tlmoin. 



15 Ces resultats montrent que le gene fill, e'est-k-dire le gene CYR1/CDC35 portant la 
mutation fill permet de construire des souches industrielles qui presenteront une perte 
au sechage bien inferieure sous forme d*une biomasse tres active, riche en azote, e'est- 
Ji-dire a environ 9% d' azote sur matieres seches, et qui permettront done d'obtenir des 
levures seches beaucoup plus actives que celles connues actuellement. 

20 

hi Sechage de la souche S47 et de la souche S47 filSOO 

La meme experience a ete realisee avec la souche S47 filSOO obtenue dans le cadre 
d'une selection basee sur la r6sistance h la congelation en phase de fermentation, 
compte tenu que tres souvent les resistances au stress sont croisees. Les forces 
25 fermentatives ont ete mesurees selon le test Al pour la levure fraiche, et le test A'l 
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pour la lcvure seche avec rehydratation a 30°C. Les resultats sont donnes dans le 
tableau 5-B. 

^ : -- h iterte; deforce des levures seches;- e^ 

' :■' ■ ' ' - - ' " • : '^y£' v^- ■ rehydraitatibii at 20°C ^ '■■ • i > v -"'y'-' ' ■■ V - / : ' 
S47 100 

S47 filSOO 66 

5 Tableau 5-B : Evaluation de la perte de force au sechage de la souche S47 filSOO et de 
son temoin. 

Ce tableau 5-B confirme que le phenotype fil permet de diminuer la perte au sechage 
des levures tres actives et done d'obtenir des levures seches tres actives. 

10 

EXEMPLE 6 : Utilisation de souches fil en patons congeles 

Dans cette exemple, sont decrits les resultats en congelation de souches fil obtenues 
dans Texemple 2 : la souche S47 fil400 (=AT25), la souche S47 filSOO (=AT28) et la 
souche AT26. La stabilite en congelation de ces souches fil est comparee k celle de la 
15 souche S47, souche temoin dont elles sont issues. Pour cela, il a ete suivi la perte de 
degagement de CO2 associee k une conservation prolongee dans des pStons congeles k 

-20°C. 

Les levures sont cultivees sur melasse, en fed batch sur fermenteur pilote de maniere a 
obtenir des biomasses actives ayant une teneur en azote maximale de 8% sur matieres 

20 seches, puis utilisees pour fa9onner des patons, selon les conditions decrites dans le 
test CI. Pour chaque souche, la valeur de degagement gazeux de reference correspond 
k la valeur de degagement gazeux mesuree apres 1 jour de conservation a -20°C. Les 
autres patons sont decongeles apres 1 semaine, 2 semaines, 3 semaines, 4 semaines et 6 
semaines ; ils permettent de suivre revolution de Tactivite fermentative en fonction de 

25 la duree de conservation a -20°C. Par ailleurs, la stabilite en pSton de chaque souche 
apres n jours de conservation a -20°C est mesuree par le rapport suivant : 
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degagement de C0 2 au nieme jour de conservation a -20°C 
degagement de C0 2 au premier jour de conservation a -20°C. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 6-A (evolution de l'activite fermentative) et 

la figure 6-1 (stabilite dans des patons conserves a -20°C). 
5 Une trfcs nette amelioration de la stabilite en congelation est observee pour les 3 

mutants AT25, AT26 et AT28 (fIgure-6-1) ; ainsi, la souche temoin S47 conserve apres 

1 mois 54 % de sa force fermentative de reference, tandis que les mutants conservent, 

dans les memes conditions entre 80 et 87% de leurs forces fermentatives de reference. 

Par ailleurs, puisque les mutations n'ont pas entraine de penalisation importante de la 
10 force fermentative, les mutants obtiennent rapidement (des 8 a 15 jours de conservation 

h -20°C) des niveaux de force fermentative superieurs au temoin S47 (tableau 6-A). 





1 jour 


Forcefermi 

9 jouris 


entative apr 

15 jours 


es conservai 
23 jours 


tion k-20°C 

30 jours ; 


45 jours 


S47 


115 


102 


89 


77 


62 


47 


AT25 


104 


98 


92 


87 


85 


65 


AT26 


108 


105 


99 


94 


90 


69 


AT28 


105 


100 


98 


95 


91 


78 



Tableau 6-A : Evolution de la force fermentative en fonction de la duree de 
15 conservation k -20°C. 
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REVENDICATIONS 



Procede d'obtention de nouvelles souches eucaryotes, de preference de nouvelles 
souches de levures, et plus preferentiellement encore de souches de 
Saccharomyces cerevisiae conservant une resistance au stress en presence de sucre 
fermentescible tel que le glucose, caracterise par le fait qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

on soumet les cellules d'une souche de depart a un traitement mutagene 
classique, 

on cultive les cellules ayant subi ledit traitement mutagene jusqu'a obtention 
d'une phase stationnaire, 

on incube lesdites cellules en phase stationnaire en presence d'au moins un 
sucre fermentescible choisi dans le groupe comprenant le glucose, le maltose et le 
saccharose, ce sucre 6tant present en une quantite determinee de maniere k ce que 
les cellules passent en €tat de metabolisme actif (fermentation et/ou croissance) de 
ce sucre, 

on soumet lesdites cellules en etat de metabolisme actif k un ou plusieurs 
stress conduisant a un taux de mortalite d'au moins 99% par rapport k la 
population de depart, 

on isole les cellules survivantes et 

on selectionne celles de ces cellules survivantes qui repondent aux criteres 
suivants qui caracterisent le phenotype fil, k savoir : 

une croissance, £valuee par une production ou un rendement de production de 
biomasse sur sucre en un temps donne ou par un taux de croissance, en conditions 
identiques de culture, au moins egale k 80% de la souche de depart, et de 
preference au moins 6gale k 90% de la souche de depart, 

un degagement de GO2, ou une production de metabolite, en conditions identiques, 
au moins egal k 80%, et de preference au moins egal k 90% de la souche de depart, 
une resistance au stress, correspondant k un taux de survie au moins 2 fois 
superieur, de preference au moins 3 fois sup6rieur, plus preferentiellement au 
moins 5 fois superieur, et encore plus preferentiellement au moins 10 fois 
superieur au taux de survie de la souche de depart, dans des conditions identiques 
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de phase de croissance suivies d'un choc thermique de 20 minutes a 52°C, ou au 
rnoins 1,5 fois superieur, de preference au moins 2 fois superieur, plus 
preferentiellement au moins 3 fois superieur, et encore plus preferentiellement au 
moins 5 fois superieur au taux de survie de la souche de depart, dans des 
conditions identiques de phase de croissance suivie d'une congelation de 24 
heures k -20°C. 

Precede selon la revendication 1, caracterise par le fait que Ton selectionne les 
souches qui ont de plus la propriete de conserver, en phase de croissance et/ou 
fermentation sur sucre fermentescible, au moins 50%, de preference au moins 
60%, plus preferentiellement au moins 70%, et plus preferentiellement encore au 
moins 80% de leur taux de survie en phase stationnaire mesure dans de memes 
conditions apres un choc a la chaleur ou a la congelation. 

Precede selon la revendication 1, caracterise par le fait que les cellules en phase 
stationnaire, ayant subi le traitement mutagene, sont introduces dans des patons 
soumis k au moins 100 cycles de cong61ation/decongelation aprfes une premiere 
fermentation du paton de 30 minutes h. 30°C. 

Nouvelle souche eucaryote, de preference de levure et encore plus 

preferentiellement du genre Saccharomyces ayant le phenotype fil, susceptible 

d'Stre obtenue par le precede selon Tune des revendications 1 a 3. 

Nouvelle souche selon la revendication 4, appartenant k Tespece Saccharomyces 

cerevisiae. 

Nouvelle souche de levure selon Tune des revendications 4 et 5, caract6ris6e par le 
fait qu'elle donne un taux de survie, en phase de croissance sur sucre 
fermentescible, d'au moins 50%, de preference d'au moins 60%, plus 
preferentiellement d'au moins 70%, et plus preferentiellement encore d'au moins 
75%, apres traitement thermique de 20 minutes a 52°C, la phase de croissance 
etant definie : 

pour les souches de type laboratoire (souches haploTdes ou diploides vraies en 
general auxotrophes) et tous les segregeants de souches industrielles, comme une 
remise en culture sur sucre fermentescible (glucose) de 30 minutes a 30°C apres la 
phase stationnaire. 
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15 



20 
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pour les souches de type industriel (souches aneuploides et polyploides) comme 
une remise en culture sur sucre fermentescible (glucose) 10 minutes a 30°C apres 
la phase stationnaire. 

7- Nouvelle souche de levure de type laboratoire (souche haploide ou diploide vraie, 
en general auxotrophe) et nouveau segregeant de souche industrielle selon Tune 
des revendications 4 a 6, caracterises par le fait que leur stabilite en congelation 
dans des patons incubes 60 minutes a 30°C avant congelation et contenant 20 g de 
farine, 15 g d'eau, 1 g de saccharose, 0,405 g de NaCl, 0,06 g de (NHO2SO4 et 
160mg de matiere seche de la souche consideree, mesuree par le ratio entre le 
degagement de CO2 a 30°C apres 1 mois de conservation a -20°C et le degagement 
de CO2 a 30°C apres 1 jour de conservation k -20°C, est au moins egale a 60 %, de 
preference au moins egale a 70 % et de preference encore au moins egale a 80 %. 

8- Nouvelle souche industrielle de levure (souche aneuploide et polyplo'ide) selon 
Tune des revendications 4 a 6, caracterisee par le fait que la stabilite en 
congelation en pStons incubus 30 minutes k 30°C avant congelation et contenant 
20 g de farine, 15 g d'eau, 0,405 g de NaCl, 0,06 g de (NHU^SCU et 160 mg de 
matiere seche de la souche consideree, mesuree par le ratio entre le degagement 
C0 2 a 30°C apres 1 mois de conservation a -20°C et le degagement de C0 2 a 30°C 
aprfes 1 jour de conservation a -20°C, est au moins superieure k 80%, de preference 
au moins superieure a 85% et plus preferentiellement au moins superieure k 90%. 

9- Nouvelle souche de levure selon Tune des revendications 4 k 6, caracterisee par le 
fait que sa perte de degagement gazeux apres sechage de la biomasse recoltee en 
phase proche de la phase exponentielle de croissance est au plus 6gale k 67%, de 
preference au plus egale a 50% et plus preferentiellement encore au plus egale a 
30% de la perte de degagement gazeux apres sechage des levures obtenues avec la 
souche de depart correspondante ou k defaut d'une souche temoin ayant les memes 
caracteristiques. 

10- Nouvelle souche industrielle de levure selon Tune des revendications 4 a 6 et 9, 
caracterisee par le fait qu'elle permet d'obtenir des levures dont la teneur en azote 
par rapport k la matiere seche est de 9% et qui perdent moins de 30%, de 
preference moins de 25% et plus preferentiellement encore moins de 20%. de leur 
activity fermentative au sechage. 
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11- Nouvelle souche PVD1 150 = M5 fill deposee au C.N.C.M. sous le n° 1-2031. 

12- Nouvelle souche KL1 = W303 fil2 deposee au C.N.C.M. sous le n° 1-2032. 

13- Nouvelle souche FD51 = HL816 fil300 deposee au C.N.C.M. sous le n° 1-2033. 

14- Nouvelle souche FDH 16-22 = HL822 fil300 deposee au C.N.C.M. sous le 
n° 1-2034. 

15- Nouvelle souche AT25 = S47 fil400 deposee au C.N.C.M. sous le n° 1-2035. 

16- Nouvelle souche AT28 = S47 fil500 deposee au C.N.C.M. sous le n° 1-2036. 

17- Gene mute conferant le phenotype fil susceptible d'etre isole a partir d'une des 
souches mutantes pouvant etre obtenues par le precede selon Tune des 
revendications 1 a 3. 

18- Gene selon la revendication 17 caracterise par le fait que ledit gene ou lesdits 
genes sont le ou les genes qui conferent le phenotype fil k Tune des souches selon 
Tune des revendications 4 k 16. 

19- Gfene CDC35 = CYR1 portant une mutation conferant le phenotype fil. 

20- Gene selon la revendication 19 caracterise par le fait que la mutation est un 
changement d'une base G en une base A dans la region du gene CDC35/CYR1 
codant pour le site catalytique de 1'enzyme, equivalent a un changement d'un acide 
amine acide (acide glutamique) en un acide amine basique (lysine) en position 
1682 de la proteine. 

21- Gene GPR1 portant une mutation conferant le phenotype fil. 

22- Gene selon la revendication 21 portant la mutation de la souche KL1=W303 fil 2. 

23- Gene ayant des propri6t6s similaires ou 6quivalentes k un des g£nes selon Tune des 
revendications 18 k 22, c*est-&-dire gene appartenant k la famille des genes : 

- codant pour des proteines ayant une fonction comparable k celle d'une proteine 
codic par un des g&nes selon Tune des revendications 18 a 22 chez la levure ou 
un autre eucaryote ; 
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- codant pour des proteines associees a la proteine codee par un des genes selon 
Tune des revendications 18 a 22 ; 

- codant pour des proteines ayant des similarites de sequences, c'est-a-dire au 
moins 68% d'homologie, de preference au moins 70% d'homologie et plus 
preferentiellement encore au moins 80% d'homologie avec la proteine codee 
par Tun des genes selon Tune des revendications 18 a 22 ; 

et portant une mutation conferant le phenotype fil. 

24- Gene selon la revendication 23 caracterise par le fait qu'il code pour une proteine 
associee a la proteine codee par le gene GPR1 selon la revendication 2 1 comme les 
genes GPA, de preference comme le gene GPA2 de la levure et que ledit gene 
porte une mutation conferant le phenotype fil. 

25- Souche eucaryote transformee de maniere a ce qu'au moins certains des alleles du 
gene selon Tune des revendications 17 a 24 ou des analogues de ces genes portent 
une mutation conferant le phenotype fil. 

26- Souche de levure transformee de maniere a ce que certains des alleles du gene, 
objet de Tune des revendications 17 a 24, portent une mutation conferant le 
phenotype fil a la souche. 

27- Application d'une des souches, objet de Tune des revendications 4 a 16 et 26, pour 
l'obtention de levures de panification destinees aux pites congelees. 

28- Application d'une des souches, objet de Tune des revendications 4 k 16 et 26, pour 
l'obtention de levures de panification seches. 

29- Application d'une des souches, objet de Tune des revendications 4 k 16 et 26, pour 
l'obtention de levures de brasserie. 

30- Application d'une des souches, objet de Tune des revendications 4 h 16 et 26, pour 
l'obtention de levures destinees a la production d'alcool. 

31- Application d'une des souches, objet de Tune des revendications 4 k 16, 25 et 26, a 
toutes utilisations industrielles exigeant que la souche mise en oeuvre soit a la fois 
resistante a un stress et en metabolisme actif . 
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pour les souches de type industriel (souches aneuploides et polyploides) comme 
une remise en culture sur sucre fermentescible (glucose) 10 minutes a 30 °C apres 
la phase stationnaire. 

7- Nouvelle souche de levure de type laboratoire (souche haploide ou diploYde vraie, 
en general auxotrophe) et nouveau segregeant de souche industrielle selon Tune 
des revendications 4 a 6, caracterises par le fait que leur stabilite en congelation 
dans des patons incubes 60 minutes a 30 °C avant congelation et contenant 20 g de 
farine, 15 g d'eau, 1 g de saccharose, 0,405 g de NaCl, 0,06 g de (NH 4 ) 2 S0 4 et 
160mg de matiere seche de la souche consideree, mesuree par le ratio entre le 
degagement de C0 2 a 30°C apres 1 mois de conservation a -20 °C et le degagement 
de C0 2 a 30 °C apres 1 jour de conservation a -20 °C, est au moins superieure a 
60 %, de preference au moins superieure a 70 % et de preference encore au moins 
superieure a 80 %. 

8- Nouvelle souche industrielle de levure (souche aneuploYde et polyploide) selon Tune 
des revendications 4 4 6, caracterisee par le fait que la stabilite en congelation en 
patons incubes 30 minutes k 30°C avant congelation et contenant 20 g de farine, 15 g 
d'eau, 0,405 g de NaCl, 0,06 g de (NH 4 ) 2 S0 4 et 160 mg de matifere sfeche de la 
souche consideree, mesuree par le ratio entre le degagement C0 2 k 30 °C apres 
1 mois de conservation k -20°C et le degagement de C0 2 k 30°C aprfes 1 jour de 
conservation k -20°C, est au moins superieure a 80%, de preference au moins 
superieure k 85% et plus preferentiellement au moins superieure a 90%. 

9- Nouvelle souche de levure selon Tune des revendications 4 a 6, caracterisee par le 
fait que sa perte de degagement gazeux apres sechage de la biomasse r6colt£e en 
phase proche de la phase exponentielle de croissance est au plus 6gale k 67%, de 
preference au plus egale k 50% et plus preferentiellement encore au plus egale a 30% 
de la perte de degagement gazeux apres s&hage des levures obtenues avec la souche 
de depart correspondante ou a defaut d'une souche temoin ayant les memes 
caracteristiques. 

10- Nouvelle souche industrielle de levure selon Tune des revendications 4 a 6 et 9, 
caracterisee par le fait qu'elle permet d'obtenir des levures dont la teneur en azote 
par rapport k la matiere s&che est de 9% et qui perdent moins de 30%, de preference 
moins de 25% et plus prdfSrentiellement encore moins de 20%. de leur activite 
fermentative au s&hage. 




Figure 1-1 : Croissance des souches M5 et M5 fill sur milieu YPD a 30°C et sous 
agitation (180 tours/min) 
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Figure 1-2 : Reponse AMPc (Unites Arbitrages) des souches PVD1150 et M5 aprts 
ajout de glucose (k 100 mM) k des cellules cultivees sur milieu glycerol jusqu'i 
l'obtention de la phase stationnaire. 




Temps apres I'ajout de glucose (min) 



Figure 1-3 : Suivi de la degradation du trehalose (Unites Arbitraires) dans les souches 
PVD1050, PVD1150 et leurs temoins respectifs M5 hxk2A et M5, apres une induction 
par le glucose (200 mM) sur des cellules en phase stationnaire. 
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Figure 1-4 : Taux de survie des souches'HL8.16 leu2 et HL816 fil300 apres un choc 
thermiquc de 30 minutes k 52°C. Les cellules sont cultivees jusqu'a Tobtention de la 
phase stationnaire, puis incubees a 30°C en presence de glucose pendant 0 a 90 
minutes, avant d'etre traitees thermiquement. 
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Figure 1-5 : Taux de survie des souches HL8.16 leu2 et HL816 61300 apres une 
congelation de 12 jours a -25°C. 



0 

6/12 




0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 



Temps apres ^induction glucose (mn) 



Figure 1-6 : Taux de trehalose (Unites Arbitrages) dans les souches HL8.16 leu2 et 
HL816 fil300. Les souches sont cultivees jusqu'a Tobtention de la phase stationnaire, 
puis du glucose (100 mM) est ajoute k t=0. 
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Figure 1-7 : Reponse AMPc (Unites Arbitraires) apres induction par le glucose (100 
mM) dans les souches HL8.16 leu2 et HL816 fil300 cultivees jusqu'a l'obtention de la 
phase stationnaire. L'ajout initial de 3 mM de glucose permet de s'affranchir de la 
reponse AMPc li£e k 1' acidification intracellulaire. 
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Figure 2-1 : Suivi de la degradation de trehalose (Unites Arbitrages) apres une 
induction par le glucose a t = 0 (sur des cellules en phase stationnaire). 
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Figure 2-2 : Suivi de la reponse AMPc (Unites Arbitraires) apres une induction 
(h t = 0) par le glucose sur des cellules en phase exponentielle de croissance sur 
maltose, a) temoin S47 et mutant AT25 ; b) feSmoin S47 et mutants AT26, AT28 et 
AT31. 
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Figure 3-1 : Strategic de gap-filling utilisee pour Tisolement du gene portant la 
mutation fill dans la souche PVD1 150. 
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Figure 3-2 : Carte physique du vecteur pUC18-GYRl mui -URA3 [Sn]. 
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Figure 6-1 : Stabilite en congelation mesuree par le ratio entre la force au jour de 
mesure et la force apres 1 jour de conservation k -20°C. 



